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(57) Abstract 



The invention concerns a method for 
determining the activity in vitro of a substance 
using a functional test, characterised in that 
it consists in detecting and/or measuring the 
variation of a known function corresponding to 
one or several proteins produced in vitro in the 
presence and in the absence of said substance 
or to the substance in the presence or in the 
absence of one or several proteins produced in 
vitro. 

(57) AbrSge* 

La prdsente invention conceme un 
proceed de determination de I'activite' in vitro 
d'une substance mettant en oeuvre un test 
fonctionnel, caracterisd en ce que Ton d&ecte 
et/ou mesure, la variation d'une fonction 
connue correspondant a plusieurs prolines 
produites in vitro, en presence et en absence 
de ladite substance ou soit a la substance en 
presence ou en absence d'une ou plusieurs 
prolines produites in vitro. 
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1 

PROCED6 DE DETER* INATION DE L * ACTIVTTE D • UNE 
SUBSTANCE METTANT EN OEUVRE UN TEST FONCTIONNEL IN VITRO. 

La presente invention concerne le domaine de la 
recherche de substances capables de modifier une fonction 
correspondant a une proteine ou un ensemble de proteines 
impliquees dans un processus biologique. Ce type de travaux, 
aussi designe screening ou criblage, constitue aujourd'hui 
un mode de recherche empirique mais particulierement 
performant de nouvelles substances, utilise dans de nombreux 
laboratoires. Parmi les nomb:reux domaines d' applications de 
ces strategies de cribiage, on ^crit- citer les exemples 
suivants : 

- Les laboreitoires pharmaceutiques disposer de 
bibliotheques de molecules, et recherchent celles capables 
d'inhiber ou de ralentlr l'activite d' enzymes impliquees 
dans le d^veloppement de maladies genetiques ou infectieuses 
d'origine bacterienne ou virale. 

Suite a 1' utilisation intensive des 
antibiotiques, la vitesse d' apparition de nouvelles 
resistances est actuellement plus rapide que celle de 
decouverte de nouveaux antibiotiques. Certains laboratoires 
hospitaliers recherchent done, tou jours a partir de banques 
de molecules bien specif iques, de nouveaux antibiotiques ou 
de nouveaux inhibiteurs de beta-lactamase . 

Des tra\aux sont egalement effectues pour 
trouver des inhibitors de la multiplication des 
microorganismes impliqu^s dans la corrosion biologique des 
canalisations ou des containers utilises dans des procedes 
industriels . 

La presents invention a pour objet un procede de 
determination de l'activite in vitro d'une ou plusieurs 
substances mettant en euvre un test fonctionnel consistant a 
d6tecter et/ou mesurer une variation d'au moins une fonction 
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connue correspondant soit a tine ou plusieurs proteines 
produites in vitro en presence et en absence de ladite 
substance, soit a la substance, en presence ou en absence de 
proteines produites in vitro. Le proc£de de 1' invention, 
5 sera done aussi designe ci-apres, proc^de de criblage. 

Ladite fonction connue correspond de preference 
a des proteines exprimees in vitro encore appelees proteines 
cibles . Le precede de 1 * invention vise done a determiner 
1'activite de la substance testee sur une fonction connue 
10 correspondant a une ou plusieurs proteine (s) produite(s) in 

vi tro . 

Toutef ois , cans une autre forme de mise en ceuvre 
du procede de 1' invention, la fonction connue correspond a 
la ou aux substances teste(s). Dans ce cas, le procede de 

15 1' invention permet de determiner si 1'activite connue de 

cette substance est modifiee par une ou plusieurs proteines 
produite(s) in vitro. 

On entend par fonction 1'activite d'une ou 
plusieurs proteines specifiques encore appelees proteines 

20 cibles d'au moins un organisme ou d'au moins un processus, 

et que 1 * on detecte et/ou quantifie selon la presente 
invention par le biais d'un test f onctionnel . 
Pref erentiellement , la proteine cible est une enzyme. Cette 
enzyme peut correspondre entre autres a la reverse 

25 transcriptase ou a la proteinase a acide aspartique du virus 

du Sida, k l'int£ine de RecA de Mycobacterium tuberculosis, 
a une proteine de resistance a un antibiotique, ou encore a 
un ensemble d' enzymes impliqu^es dans une voie metabolique. 

On entend par fonction connue, la fonction qui 

30 est analysee selon le procede de 1 ' invention et qui peut 

etre d^tectee et/ou mesuree par un test f onctionnel. 

Dans un cas particulier du procede de 
1' invention, on entend par fonction, l'activit6 d'une ou 
plusieurs substances que 1'on detecte et/ou mesure par un 

35 test fonctionnel. 
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On entend par variation de fonction la 
difference d'activite de la f exaction mesur^e en presence ou 
en absence de substance. /Dans une seconde forme de 
realisation du procede de fi ' invention, la variation de 
5 fonction correspond a la 'difference d'activite de la 

substance en presence ou en absence de proteines exprim^e in 
vi tro . 

Le test fonctionnel peut mettre en oeuvre une ou 
plusieurs molecules rapporteurs. La molecule rapporteur peut 

10 correspondre a toute molecule capable de reveler directement 

ou indirectement 1' activite d'une ou plusieurs proteines 
cibles, il peut s'agix d'une molecule d'acide nucleique, 
d'une proteine, d'un peptide, tel qu'un anticorps ou un 
melange d' anticorps £:pecifiques capables de reveler 

15 I'activite d'une proteine cible, ou tel qu'un substrat ou 

une cascade de substrats, dont I'un est celui d'une proteine 
cible . 

La fonction peut correspondre a une activite 
enzymatique ou a une aff.inite. Dans le cadre de la mise en 

20 evidence d'une variation de fonction correspondant a une 

activite enzymatique, tout type de test fonctionnel 
specif ique peut etre envisage par 1'homme de metier pour 
mettre en evidence cette* variation. L'homme de metier pourra 
par exemple se referei: a des ouvrages comme Methods In 

25 Enzymology ou Annual Review Of Biochemistry , dans lesquelles 

un grand nombre de me'ithodes de dosage d' enzymes et de 
preparation de substrats ont ete d^crites . Dans le cas de la 
mise en evidence d'une variation de fonction correspondant h 
l'af finite par exemple d'un antigene pour un anticorps, 

30 d'une proteine pour de X ' ADN , d'un recepteur pour un ligand 

etc.... la mise en evider.ce d'une variation de fonction peut 
etre realis^e par exemple par des tests tels que la fixation 
de ligands marques par un isotope ou par une enzyme ou par 
un fluorophore, par ine detection immunologique utilisant 
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des anticorps marques par un metal ou par une enzyme ou par 
un fluorophore. 

On entend par organisme, tout type d' organisme 
ou micro-organs ime, comme des virus, des bacteries, des 
5 algues, des champignons, ou tout produit contenant des 

acides nucl^iques synthetigues ou naturels permettant 
1' expression d'une ou plusieurs proteines codant 
avantageusement pour une fonct:ion. 

On entend par processus, le developpement d'une 

10 maladie, d'une infection ou de cellules par exemple 

cancereuses ou de contaminants ou des mecanismes de 
resistances bacterienr^s . Ces processus peuvent avoir lieu 
sur un h6t-_fL- ou dans un procede industriel (agroalimentaire , 
tr^itement du papier, textile) . 

15 On entend pair substance des polynucleotides, des 

peptides, des prolines, les ions, des molecules ou des 
compositions chimiques naturelles ou synthetiques , des 
hormones, des composes aromatiques, des anticorps, des 
fragments d' anticorps, des genes, des recepteurs 

20 cellulaires, des acidesj amines, des glycopeptides , des 

lipides, des glycolipide s , des sucres, des polysaccharides, 
etc...., capables de modifier l'activite d'une ou plusieurs 
fonctions d'un organisme ou d'un processus. Ces dites 
substances pourront corr-espondre a une ou plusieurs tetes de 

25 series. 11 peut s'agir cle tout agent capable de modifier la 

ou les fonctions comme cfes antiviraux, des inhibiteurs, des 
stimulants, des conditions physico-chimiques, des radiations 
ou des traitements therm^Lques . 

30 Le procede cie 1' invention s' applique done tout 

particulierement au cr iblage de substances capables de 
modifier l'activite d'une ou plusieurs proteines cibles ou 
fonction, impliquee(s) dans un processus biologique grace a 
1' expression in vitro de la dite ou desdites proteines. Le 

35 procede de l 1 invention accepte le criblage de plusieurs 

substances simultanem ant , notamment lorsqu'il s'agit de 
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substances susceptibles d'interagir pour exprimer une 
fonction ou pour modifier une fonction. En consequence, il 
faut entendre substance tant au singulier qu'au pluriel dans 
le procede de 1 1 invention decrit ci-apres. 
5 De m§me l'emploi par la suite du terme 

"fonction" au singulier couvrira egalement le terme 
"fonctions" au pluriel et vice versa, sauf lorsqu'il sera 
indique explicitement qu'il s'agit de la mise en ceuvre de la 
methode de 1 1 invention sur plusieurs fonctions. 

10 Ainsi, le procede de 1 1 invention permet dans une 

forme preferee de 1' invention de cribler des substances 
capables de modifier 1' activity d'une seule proteine cible 
exprim.e^ in vitro presentant par exemple une activity 
enzymatique, comme uno amylase, une polymerase, une 

15 protease, ou capables de modifier une propriete observable 

de cette proteine, comme par exemple une activity "DNA- 
binding" , une af finite antigenique, ou encore capables de 
modifier l'activite ou u:.ae propriete d'un variant de cette 
proteine cible, comme pai; exemple une amylase thermos table, 

20 une polymerase plus processive, une protease r£sistante a un 

anti-protease, ou une proteine "DNA binding" ayant une plus 
forte af finite pour l'£J}N. Mais le procede de 1 ' invention 
permet aussi de cribler des substances capables de modifier 
l'activite d'un ensemble de proteines exprimees in vitro. 

25 Dans ce cas c'est l'ensiemble de proteines qui constitue la 

cible des substances a tester. Cet ensemble de proteines 
exprimees peut corresjoondre par exemple aux enzymes 
constituant une voie de rsynthese d'un metabolite ou une voie 
de degradation d'un compost toxique, mais il peut aussi 

30 correspondre a des pro teines constituant les sous-unites 

d'une proteine complexe . Les substances a tester sont done 
alors evalu<§es pour 1 eur capacite a modifier l'activite 
globale de cet ensemble a de proteine, ce qui sous-entend que 
ces substances peuvent soit modifier l'activite de toutes, 

35 d'une parties ou d'urie seule des proteines de 1' ensemble, 
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car la modification de l'activite d'une ou d'une partie des 
proteines entraine la modification de l'activite de 
1' ensemble. Le proc^de de 1* invention permet encore de 
determiner ou cribler dans une seconde forme de realisation 
5 du proc£de de 1 ' invention la ou les proteines exprimees in 

vitro susceptibles de modifier l'activite d'une ou plusieurs 
substances connues . 

La qualite d'un.e technique de criblage de 
10 substances ou proteines cap,ables de modifier l'activite 

d'une fonction repose princ ipalement sur l'efficacite du 
test d'activite. Of- te^t doit eicre .hautement sp^cifique, 
sensible.. rapide et reproductible. La difficulte des 
nnocedes de criblage iz vivo de telles molecules repose 
15 entre autres sur la toxicity et la localisation cellulaire 

(barriere membranaire) ce la proteine cible. La pr^sente 
invention vise a offrir in proc^de d'isolement a haut debit 
de substances ou proteines susceptibles de modifier 
l'activite d'une proteine ou plusieurs proteines cibles ou 
20 fonctions connues permettant de palier les problemes ci- 

dessus . 

Ce but est atteint grace a un procede de 
determination de l'activite in vitro d'une substance mettant 
25 en ceuvre un test fonctionnel, caract^rise en ce que 1 ' on 

detecte et/ou mesure une variation de fonction connue 
correspondant soit a une ou plusieurs proteines produites in 
vitro soit a la substance en presence ou en absence de 
proteines produites in vitro. 

30 

Plus particu Lierement le proced6 de 1* invention 
comprend les Stapes suiv antes: 

a) la preparation d'au moins une molecule 
d'acide nucleique compronant le ou les g£nes codant pour une 
35 ou plusieurs protein* as et les elements de contrdle 
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necessaires a la transcription et la traduction du ou 
desdits g£nes, 

b) la transcription de la ou des molecules 
d'acide nucl^ique pr6par£e(s) a l'etape (a), 
5 c) la traduction in vitro du ou des transcrit(s) 

prepare ( s ) a 1 ' etape (b) , 

d) la detection et/ou la mesure de la variation 
d'une fonction connue correspondant a la ou aux proteines 
produites a l'etape (c) en presence et en absence de ladite 
10 substance, ou a la substance en presence et en absence des 

proteines produites a l'etape (c) . 

La ou les substances test<§es dans le cadre du 
procede de 1 ' invention sont introduites avant, apres et/ou 
15 pendant la transcription et/ou la traduction des etapes (b) 

et/ou (c) et/ou de detection et/ou de mesure de la variation 
d'au moins une fonction connue de l'etape (d) du procede de 
1 ' invention. 

20 Afin de faciliter 1' expose de 1' invention, on 

designe a l'etape (a) de la methode de 1' invention, sous le 
terme de gene, toute sequence d'acides nucleiques permettant 
1' expression de la ou des proteine(s) correspondant a la ou 
aux fonction(s) detectee(s). II peut done s ' agir de sequence 

25 d'ADN ou d'ARN. 

La preparation d'une ou plusieurs molecules 
d'acide nucleique de l'etape (a) du procede de 1 ' invention 
consiste a placer le ou les genes codant pour la ou les 
30 proteines qui seront produites a l'etape (c) , sous le 

controle d' elements necessaires k la transcription et a la 
traduction in vitro, e'est a dire sous le controle d'un 
promoteur (en 5') et eventuellement d'un terminateur d'une 
ARN polymerase (en 3') pour etre transcrite in vitro. 
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Un mode de realisation particulier de 
1' invention consiste k utiliser le promoteur et le 
terminateur de l'ARN polymerase du phage T7 ou SP6 ou Q(5 ou 
X. 

5 De meme, pour que la traduction puisse se faire 

in vitro, un site de fixation des ribosomes est introduit en 
amont du gene ou desdits genes. 

Ainsi comme indique precedemment, le procede de 
10 1 1 invention admet deux formes de mise en oeuvre selon que la 

fonction detectee et/ou mesuree a 1 ' etape (d) correspond 
soit a la ou aux proteine(s) produite(s) a 1' etape (c) soit 
a la substance. Ce dernier cas etant une forme particuliere 
de la methode de 1' invention. 

15 

Dans une premiere forme de realisation du 
procede de 1' invention, le test fonctionnel mis en oeuvre a 
1' etape (d) correspond a la detection et/ou a la mesure 
d'une variation de fonction connue de la ou des proteines 

20 produites a 1 ' etape (b) en presence et en absence d'une 

substance . Le procede de 1 1 invention est done remarquable en 
ce qu'il permet le criblage de substances capables de 
modifier l'activite d'une ou plusieurs proteines cibles (par 
exemple un ensemble cible de proteines) exprimees in vitro. 

25 Le ou les genes codant pour la ou les proteines 

correspondant A la fonction connue que l'on souhaite 
detecter et/ou mesurer k 1' etape (d) du procede de 
1' invention, sont des genes connus ou non, synthetiques ou 
non, place (s) sous le controle des sequences ci-dessus par 

30 des techniques classiques connues de l'homme du metier. 

Ce ou ces genes peuvent aussi etre presents dans 
un echantillon contenant des acides nucleiques, comme par 
exemple un echantillon de sol, de vegetal, humain ou animal, 
d'eau, de culture microbienne, cellulaire ou virale, de 

35 biopsie, d'un organisme ou d'un processus. Mais cet 

echantillon peut egalement correspondre h des produits de 
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toute methode d' amplification de l'ADN genomique, de l'ADN 
synthetique, de 1 ' ARNm, ou tout produit d'acides nucleiques 
issus de traitements couramment utilises par l'homme de 
metier. II peut s'agir, bien entendu, d'un echantillon 
5 biologique brut comme du sang, des tissus, de 1' urine, ou 

tout autre liquide corporel comme le liquide cerebrospinal, 
synovial, pleural, pericardial, ou prealablement traite pour 
preparer les acides nucleiques qu'il contient. 

Une forme de mise en oeuvre avantageuse de 

10 l'etape (a) du premier mode de realisation de la methode de 

1 ' invention consiste a preparer la ou les molecules d'acide 
nucleique par une reaction d* amplification du ou des genes 
codant pour la ou lesdites proteines, a partir de 
1 ' echantillon d'acides nucleiques. Il peut s'agir d'une 

15 amplification par PCR ou par des techniques derives de la 

PCR du type RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR, ou des 
techniques differentes de la PCR du type NASBA, ou rolling 
circle et autres . Avantageu semen t cette preparation met en 
ceuvre un couple d ' oligonucleotides ou un couple d' amorces 

20 specif iques de la ou des molecules d'acide nucleique 

comprenant le ou les genes codant pour la ou les proteines 
correspondant a la fonction analysee. Cette preparation par 
amplification est realisee a 1'aide d'une ou plusieurs 
paires d' amorces, chacune constitute pour l'exemple de la 

25 PCR (figure 1) et de la NASBA : 

- pour 1' amorce sens, de la sequence s'hybridant 
en amont d'une ou plusieurs molecules d'acide nucleique 
comprenant le ou les genes codant pour la ou lesdites 
proteines, et d'un promoteur d'ARN polymerase et 

30 eventuellement un site de fixation des ribosomes, et 

pour 1' amorce antisens, de la sequence 
s'hybridant en aval d'une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou 
lesdites proteines, et eventuellement d'un terminateur d'ARN 

35 polymerase. 



• 
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L'<§tape (a) peut etre realisee par toute autre 
technique appropride. En effet, la preparation de la 
molecule d'acide nucleique de 1 ' 6tape (a) peut etre realis6e 
par toute autre m^thode connue de l'homme du Metier comme 
une coupure de restriction permettant de recuperer le ou les 
genes d'inter§t suivie d'une ligation orientee avec les 
elements de controle necessaires a la transcription et a la 
traduction in vitro indiques precedemment . 



Comme indiqu6 precedemment, dans une seconde 
forme, particuliere , de realisation du procede de 
1' invention, le test fonctionnel mis en oeuvre a 1 ' etape (d) 
correspond a la detection et/ou a la mesure d'une variation 
15 de fonction connue de la substance. Cette forme de 

realisation, aussi designee genomique f onctionnelle vise & 
mesurer la variation d'une fonction connue de la substance 
en presence d'une ou plusieurs proteines exprimees suivant 
les etapes (b) a (c) du procede de 1' invention. 

20 

Dans ce mode de realisation, 1* etape (a) 
consiste (i) a preparer a partir d'un echantillon contenant 
des acides nucleiques plusieurs molecules d'acide nucleique 
chacune comprenant un fragment d'acide nucleique provenant 

25 dudit echantillon, associe avec une molecule vectrice, (ii) 

a isoler chaque molecule d'acide nucleique constitue d'un 
fragment d'acide nucleique et d'une molecule vectrice. 

Les fragments d'acide nucleique ont de 
preference une taille de 1 a plusieurs dizaines de kb, 

30 preferentiellement de 1 a 40 kb et avantageusement de 1 a 10 

kb lorsque 1 ' echantillon est d'origine procaryote. Ces 
fragments peuvent porter un operon partiel ou entier. 

Les fragments d'acide nucleique ont de 
preference une taille de I'ordre de plusieurs dizaines a 

35 plusieurs centaines de kilobases dans le cas d'un organisme 

eucaryote. Dans le cas particulier ou l'on traite des cDNAs 
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a l'6tape (a), les fragments auront pref erentiellement une 
taille de 1 £ 5 kb dans le cas d'un organisme eucaryote. 

La molecule vectrice est cornposee d'une ou 
5 plusieurs sequences polynucleotidiques comportant au moins 

un promoteur de transcription pour l'etape (b) et 
eventuellement un element facilitant 1 ' isolement du fragment 
d'acide nucleique. Avantageusement cette substance peut etre 
une ou plusieurs molecules de streptavidine ou de biotine, 

10 de groupement polypyrol, d'anticorps, une sequence 

polynucleotidique simple ou double brin, un vecteur d 1 ADN 
plasmidique ne comportant pref erentiellement pas de 
sequences permettant 1' expression in vivo du fragment 
associe, ou tout autre compose permettant 1 ' isolement du 

15 fragment d'acide nucleique. 

De preference, la molecule vectrice est cornposee 
de deux sequences polynucleotidiques comportant chacune au 
moins un promoteur de transcription, chacune de ces 
sequences etant associee a une extremite d'un des fragments 

20 d'acide nucleique. Le ou les promoteurs de transcription 

portes par la molecule vectrice sont pref Erentiellement de 
type fort . 

La molecule vectrice associee a chaque fragment 
de l'Etape (b) est avantageusement un vecteur plasmidique ne 
25 permettant pref erentiellement pas 1' expression dudit 

fragment in vivo . 



Dans le second mode de realisation de 
1' invention, 1 * echantillon biologique a partir duquel sont 

30 preparees les molecules d'acide nucleique de l'etape (a) 

peut provenir d'un ou plusieurs organismes procaryotes ou 
cellules d'eucaryotes, ou encore de virus, identiques ou 
differents, mais il peut aussi §tre constituE d'une sequence 
ou d'une banque d'acides nuclEiques synth^tiques ou encore 

35 est constitue d' organismes et/ou d'acides nucl^iques 
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inconnus. II peut s'agir d'une banque d'ADN eucaryote et 
alors la reaction de transcription de l'etape (b) est 
completee par une reaction d'epissage et de maturation in 
vitro des ARNm en utilisant un extrait nucleaire. 
5 Comme indique ci-dessus, selon une forme de 

realisation particuliere du procede de 1* invention, la 
molecule vectrice associee aux fragments d'acide nucleique 
est un vecteur plasmidique. Dans ce cas, chaque fragment est 
insere dans un vecteur au niveau d'un site de clonage ou 

10 d'une cassette de restriction. Ce vecteur plasmidique est 

caract^rise en ce qu'il comprend un promoteur d'ARN 
polymerase d'un cote du site de clonage et eventuellement 
d'un terminateur d'ARN polymerase de 1' autre cote. II est 
aussi possible de concevoir un vecteur comprenant un site de 

15 clonage encadre par deux promoteurs d'ARN polymerase 

identiques ou differents et eventuellement flanques de part 
et d' autre du ou des terminateurs d'ARN polymerase 
correspondants . Ces promoteurs et eventuellement 
terminateurs ont pref erentiellement pour caracteristique de 

20 ne pas fonctionner dans le micro-organisme pouvant etre 

utilise pour la separation des vecteurs recombinants a 
1 ' etape . 

Dans le cas ou le vecteur ne possede pas de 
promoteur (s) et/ou d'eventuel terminateur (s) d'ARN 

25 polymerase, ou dans le cas ou les promoteur (s) et eventuels 

terminateur (s) d'ARN polymerase ne sont pas adequats pour 
realiser 1'etape (b) , ces promoteur(s) et eventuels 
terminateur (s) peuvent etre inseres par tout moyen 
appropri6. Une mise en oeuvre avantageuse de cette insertion 

30 consiste h realiser une PCR avec un jeu d' amorces portant 

les sequences des promoteur (s) et terminateur (s) . Selon une 
forme de mise en ceuvre particuliere du procede de 
1' invention, les promoteur (s) et eventuels terminateur (s) 
sont de type forts comme par exemple ceux de la T7 ou SP6 ou 

35 Qp ARN polymerase. 



> 
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Dans le cas, ou la molecule vectrice est un 
vecteur plasmidique, l'isolement du vecteur recombinant peut 
etre realise par transformation de cellules h6tes par 
1' ensemble des vecteurs recombinants de fagon a creer une 
5 banque de clones, puis en ce qu'on realise une extraction du 

vecteur ou d'une partie du vecteur recombinant contenu par 
chaque clone de la banque par tout moyen approprie. 

L* extraction du vecteur recombinant ou d'une 
partie de vecteur recombinant flanquee de promoteur(s) et 

10 d' eventuel (s) terminateur (s) d'ARN polymerase peut etre 

realisee par toute methode connue de 1 ' homme du metier, 
comme par mini preparation et eventuellement digestion ou 
par PCR. Une alternative avantageuse consiste a realiser 
cette PCR avec des oligonucleotides proteges en 5' des 

15 attaques nucleasiques , notamment des nucleases contenues 

dans le milieu de traduction, par des groupements 
phosphorothioates . 

Comme indique precedemment , l'isolement des 
molecules d'acide nucleique peut etre realise par tout moyen 

20 physique, mecanique ou chimique comme par exemple une simple 

dilution extreme de 1 ' ensemble des fragments associes a la 
molecule vectrice. Mais l'isolement peut aussi 
avantageusement §tre realise en utilisant les proprietes 
d'une substance specif ique incluse dans la molecule 

25 vectrice, comme une molecule d'anticorps, et l'isolement du 

fragment est realise en utilisant l'af finite anticorps- 
antigene ; ou une biotine, et l'isolement est realise en 
utilisant l'af finite biotine-streptavidine, etc*... 

30 Le procede de criblage selon 1 ' invention accepte 

plusieurs modes de mises en oeuvre notamment en fonction du 
type d'activite de la ou des prot£ines cibles. En effet, le 
ou les genes cibles prepares a l'etape (a) peuvent coder 
pour une ou plusieurs proteines cibles ou fonctions 

35 impliquees dans divers types de processus biologiques. Ce(s) 
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gene(s) peuvent provenir de plusieurs organismes procaryotes 
ou de cellules eucaryotes ou encore de virus. Comme indique 
precedemment, un processus peut etre par exemple une maladie 
infectieuse, un mecanisme de resistance bacterien ou viral, 
5 une chaine metabolique ou encore une processus implique dans 

un procede industriel de 1 • agroalimentaire, de traitement du 
papier, de preparation de detergents, de fabrication de 
textile etc.... 

10 L'etape (b) de transcription et la phase de 

traduction de l'etape (c) peuvent etre simultanees, ce qui 
signifie que la phase de traduction de l'etape (c) est 
realisee simultanement avec la transcription de l'etape (b) , 
ou decomposees en deux etapes distinctes, (b) de 

15 transcription et (c) de traduction. 

Le decouplage des etapes (b) et (c) permet 
d'optimiser les rendements de chaque etape, et ainsi de 
produire des quantites plus importantes de proteines, ce qui 
trouve toute son utilite dans la cas detection d' enzymes de 

20 faible activite specif ique. 

Ce decouplage permet aussi de normaliser la 
formation des produits a l'etape (c) et de pouvoir comparer 
ulterieurement les differentes fonctions exprimees. 

Le decouplage entre la transcription de l'etape 

25 (b) et la traduction de l'etape (c) permet egalement 

d'eviter les problemes de degradation de la matrice ADN par 
les nucleases si celle-ci a ete preparee par PCR. En effet, 
les composants de la reaction de transcription sont moins 
contamines par des nucleases, contrairement aux extraits de 

30 traduction. 

Le decouplage permet en outre l'emploi 
d' extraits de traduction differents selon l'origine de 1 'ADN 
crible. En effet, la phase de traduction du transcrit a 
l'etape (c) est avantageusement realisee avec un extrait de 
3 5 traduction de la meme origine ou d'une origine proche de 
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celle de 1 ' Echantillon biologique sur lequel est pratique 
le procede de 1' invention. Ainsi, on optimise l'adequation 
entre 1'origine des signaux de traduction des transcrits et 
1' extrait de traduction pour une efficacite de traduction 
5 optimale. On peut citer a titre d' exemple, 1 ' utilisation 

d'un extrait de traduction d'un organisme extremophile si la 
preparation a l'etape (a) met en oeuvre un echantillon 
d'acide nucleique provenant du meme organisme ou d'un autre 
organisme extremophile ( thermophiles , halophiles, 

10 acidophiles, etc..) ou encore un extrait de traduction de 

cellules eucaryotes si la preparation a l'etape (a) met en 
ceuvre un echantillon d'acide nucleique eucaryote. Ces 
extraits respectifs sont susceptibles d'ameliorer 
1' efficacite du procede. Ces extraits sont choisis pour leur 

15 capacite a traduire les transcrits a l'etape (c) . 

Le procede de 1 ' invention est remarquable en ce 
qu'il met en oeuvre une adequation entre la ponctuation 
d'expression des transcrits de l'etape (b) et les extraits 
de traduction utilises. Ces extraits sont aussi caracterises 

20 en ce que soit ils ne contiennent pas la fonction 

recherchee, soit ils la contiennent mais qu'elle n ' est pas 
detectable dans les conditions de test realisees pour 
detecter la fonction recherchee. II s'agit par exemple de 
1 'utilisation d'un extrait de traduction contenant une 

25 activite beta-galactosidase mesophile permettant de traduire 

un ARNm d'une beta-galactosidase thermophile et de la 
detection de 1' activite de cette derniere a haute 
temperature, ce qui elimine 1' activite beta-galactosidase 
mesophile. 

30 En fonction de 1'origine genet ique des genes 

obtenus a l'etape (a), par exemple ADN de microorganismes 
Gram positifs, ou negatifs, d' eucaryotes, de virus etc., et 
de la fonction testee, differents extraits de traduction 
peuvent done etre utilises. 
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Une mise en ceuvre particuliere du procede de 
1 ' invention consiste a utiliser a l'etape (c) un extrait de 
traduction qui soit en fait un melange de plusieurs extraits 
de traduction. Il peut s'agir par exemple d' extrait de 
traduction de E. coli surexprimant une proteine chaperon A 
melange avec un extrait de traduction de E. coli 
surexprimant une proteine chaperon B. Tout type de melange 
est envisageable du moment qu'il correspond aux 
caracteristiques d^crites ci-dessus. De la meme maniere, il 
est possible d' utiliser un extrait de traduction dans lequel 
est rajoute un ou plusieurs tRNAs specif iques d'un ou de 
plusieurs codons . Les extraits de traduction ainsi obtenus 
permettent alors de traduire des mRNA comportant ces codons 
specif iques, comme par exemple la traduction d'un mRNA 
contenant un codon ambre en rajoutant dans 1' extrait de 
traduction un ou des tRNAs suppresseurs. 

Le traitement de 1 ' etape (c) avec un extrait de 
traduction peut aussi etre realise avec un extrait 
universel de traduction quelque soit 1 ' origine de 
1 ' echantillon comme par exemple un extrait d'E. coli et/ou 
tout(s) autre (s) extrait (s) cellulaire (s) supplements ou 
non par des molecules interessantes comme celles, par 
exemple, indiquees precedemment ( tRNA, chaperon...) . 

Il est egalement possible d' a j outer a 1' extrait 
de traduction de 1' etape (c) une ou plusieurs substances 
favorisant un repliement ou une maturation plus efficace des 
prot^ines exprimees, comme par exemple des chaperons, des 
detergents, des sulf obetalnes, des extraits membranaires, 
etc.... 

La detection et/ou la mesure de la variation 
d'au moins une fonction connue correspondant a la ou aux 
proteines produites k 1 ' etape (c) ou a la substance est 
realisee par tout test fonctionnel connu de l'homme du 
metier comme d^fini en introduction. L' etape (d) peut ainsi 
consister & detecter et/ou mesurer plusieurs variation de 
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fonctions correspondant k une ou plusieurs des proteines 
produites a l'etape (d) ou correspondant a une ou plusieurs 
substances . 

La(es) variation de fonction(s) sont detectee(s) 
5 ou dosee(s) de maniere directe ou indirecte par un ou 

plusieur(s) test(s) f onctionnel (s) de la ou des proteine(s) 
produite(s) a l'etape (c) ou de la ou des substance (s) a 
cribler. La(s) fonction(s) est (sont) lue(s) par exemple en 
continu par exemple par f luorom^trie ou par colorometrie ou 

10 par viscosimetrie ou par spectrometrie de masse... 

La detection et/ou la mesure de la variation de 
fonction correspondant a la ou aux proteine(s) produite(s) a 
l'etape (c) ou k la ou aux substance (s) est avantageusement 
realisee a l'etape (d) par un test f onctionnel mettant en 

15 oeuvre la presence a l'une des etapes (a), (b) , (c) ou (d) 

d'une ou plusieurs molecule (s) rapporteur permettant de 
detecter et/ou de mesurer I'activite de la ou des 
proteine(s) produite(s) a l'etape (c) ou de la ou des 
substance (s) a cribler correspondant a la fonction analysee 

20 a 1 '£tape (d) . 

Le procede de 1 ' invention tant dans son premier 
que dans son second mode de realisation presente les 
avantages suivants : 
25 - Le fait de travailler directement sur 

I'activite de la ou des proteines produites k l'etape (c) ou 
sur I'activite de la substance permet une bonne specif icite 
du test de criblage. 

La sensibilite du test s'explique par le 
coefficient multiplicateur des Stapes enzymatiques (b) et 
(c), correspondant respectivement k la transcription et a la 
traduction, et eventuellement au test f onctionnel mettant en 
ceuvre une enzyme. 



30 
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- Le procede de 1 ' invention est rapide car 
entierement automatisable. Par exemple une plaque de 384 
puits peut etre traitee en 2 a 3 heures. 

- Enfin la reproducibility est facilitee par 
5 1' absence de stockage de la ou des proteines produites & 

l'etape (c) . De plus, la proteine ou les proteines sont 
exprimees in vitro, independamment d'un contexte cellulaire 
complexe et pas toujours controlable (diffusion membranaire , 
localisation cellulaire, toxicite cellulaire, physiologie 
10 cellulaire, probl&nes d* induction ou de repression, etc..) . 

Le procede de 1' invention est done remarquable 
car outre la realisation d'un criblage de substances sur une 
ou plusieurs fonctions, il permet aussi de : 
15 - de developper de nouveaux test fonctionnels 

- de faire de la genomique f onctionnelle . 

Le procede de 1 ' invention permet en effet de 
developper de nouveaux tests fonctionnels. Nous avons 

20 assiste ces dernieres annees a un essor des tests de 

criblage a haut debit ou "high throuput screening (HTS) " . 
Ces criblages, pour §tre optimaux, necessitent la mise en 
oeuvre de tests fonctionnels sensibles, or on ne dispose pas 
toujours de ces tests fonctionnels. Le procede de 

25 1' invention permet d' identifier un ou plusieurs test(s) 

f onctionnel (s) permettant d'ameliorer la revelation d'une ou 
plusieurs fonction(s) d'un processus ou d'un organisme, et 
ainsi d'ameliorer la mesure de la variation de cette ou de 
ces fonction(s) en presence ou en absence d'une ou plusieurs 

30 substance (s) . 

Ainsi il est possible de developper de nouveaux 
tests fonctionnels notamment de la fagon suivante : 

a) la preparation d'au moins une molecule 
d'acide nucleique comprenant le ou les g&nes codant pour une 

35 ou plusieurs proteines et les 61£ments de contrdle 
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necessaires a la transcription et a la traduction du ou 
desdits genes. 

b) La transcription de la ou des molecules 
d'acide nucl£ique preparees a I'etape (a). 
5 c) La traduction in vitro du ou des transcrit(s) 

prepare ( s ) a 1 ' etape (b) . 

d) La detection et/ou la mesure de la variation 
d'une fonction connue correspondant aux proteines produites 
a I'etape (c) en presence et en absence d'une ou plusieurs 
10 molecules rapporteur ( s ) . 

Ainsi dans le cadre de cette application la 
substance correspond a la molecule rapporteur capable de 
reveler une fonction. 

15 Le procede de 1' invention dans son premier et 

second mode de realisation presente un reel avantage pour la 
genomique f onctionnelle . 

Le procede de 1' invention s' applique tout 
particulierement ci 1 ' apr£s sequengage genomique. Le pro jet 

20 de decodage du genome humain a donn£ naissance a une 

nouvelle science la genomique, maintenant presente au coeur 
de l'entreprise therapeutique . La genomique permet 
d' identifier et de decrire les genes qui dictent la 
fabrication et l'agencement de toutes les molecules d'un 

25 organisme. Ces genes codant pour des f one t ions d'organismes 

ou de processus peuvent etre exprimes par le procede de 
1' invention, qui permet de confirmer la fonction codee par 
un cadre de lecture repere par bio inf ormatique, de mettre 
en evidence une ou plusieurs substances pharmaceutiques 

30 capables de modifier la dite fonction codee par une ou 

plusieurs proteines exprimees par le procede de 1' invention 
ou qui permettra d' identifier les cibles d'une substance 
correspondant a une ou plusieurs fonctions d'un organisme ou 
d'un processus exprime a I'etape (c) . 



35 
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En 100 ans d' existence, 1'industrie 
phannaceutique a identifie plusieurs centaines de sites 
r^cepteurs. Avec la genomique f onctionnelle, on pourra 
acceder a d'autres sites r6cepteurs existants, autant de 
5 fonctions cibles potentielles pour de futurs substances 

qu'il reste a concevoir. 

A titre d'exemple d'une telle application, on 
peut citer le reperage par bioinf ormatique d'un ORF codant 
eventuellement pour une cible, confirmer cette cible par le 

10 procede de 1 ' invention et lui trouver des substances qui 

peuvent faire varier son activite. 

Un autre exemple de la genomique f onctionnelle 
consiste a identifier au niveau g£n£tique un gene 
correspondant a une proteine dont 1' activite est modifi£e 

15 par une plusieurs substances. Dans le cas ou l'on connait 

1'effet d'une substance pharmaceutique sur un organisme ou 
un processus, cette application du procede de 1' invention 
presente un inter^t tout particulier. Les genes 
correspondant aux proteines codees par cet organisme ou ce 

20 processus seront alors prepares selon une forme particuliere 

de mise en oeuvre de l'etape (a) decrite pr^cedemment , de 
maniere a isoler lesdits genes, et a les exprimer aux etapes 
(b) et (c) du procede de 1' invention. Un test fonctionnel a 
l'etape (d) permet de mesurer 1' activite de la substance en 

25 presence et en absence de chacune des proteines exprimees ci 

l'etape (c) . La mesure a l'etape (d) d'une variation 
d' activite de la substance en presence et en absence de 
proteines exprimees a l'etape (c) permet alors d' identifier 
la ou les proteine (s) dont 1'activite est modifiee par 

30 ladite substance au sein de 1' organisme ou du processus. 

Cette mise en ceuvre de 1' invention presente 
1'enorme avantage de pouvoir remonter directement au g&ne a 
partir de la ou des proteines exprimees & l'etape (c) et 
35 isol^es a l'etape (a). On peut ainsi identifier la cible 
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fonctionnel au niveau genet ique d'une ou plusieurs 
substances . 

A chaque fois qu'un test fonctionnel peut etre 
mis en oeuvre (test enzymatique, test de binding, etc..) , le 
5 procede de 1 ' invention permet de soumettre a haut debit 

1' ensemble des proteines exprimables d'un organisme 
considere a un test fonctionnel automatise, et de remonter 
en quelques heures aux genes correspondant a la fonction 
recherchee . 

10 

La description qui suit se rapporte de 
preference a des exemples de realisation du premier mode de 
mise en oeuvre du procede de 1 ' invention dans lequel la ou 
les proteines correspondant a la ou aux fonctions detectees 

15 et/ou mesurees a 1 1 etape (d) sont designees proteine(s) 

cible(s) et le ou les genes codant correspondant est (sont) 
designes gene(s) cible(s). Ainsi, le procede de 1 ' invention 
permettant de cribler des substances capables de modifier 
l'activite d'une proteine cible ou plusieurs proteines 

20 cibles exprimees in vitro comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'au moins une molecule 
d'acide nucleique comprenant le ou les genes codant pour la 
ou les proteines cibles et les elements de controle 
necessa i re £ la transcription et a la traduction du ou 

25 desdits genes cibles, 

b) la transcription in vitro de la ou des 
molecules d'acide nucleique preparee a I'etape (a), 

c) la traduction in vitro des transcrits de 

1' etape (b) , 

30 d) la detection et/ou la mesure de la variation 

d'au moins une fonction connue correspondant a la ou aux 
proteines cibles produites a 1" etape (c) en presence et en 
absence de la substance a cribler. 
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Comme indique precedemment le procede de 
1' invention permet de detecter et/ou mesurer a l'etape (d) 
la variation d'une ou plusieurs fonctions correspondant a 
une ou plusieurs prolines cibles produites a l'etape (c) . 
5 II peut s'agir par exemple des proteines exprimees par un 

operon. En consequence, le procede de 1 1 invention accepte 
plusieurs formes de realisation. 

Lorsqu'il concerne le criblage de substances 
susceptibles de modifier une fonction correspondant a 
10 l'activite d'une proteine cible, le procede de 1 * invention 

comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'une molecule d'acide 
nucleique comprenant le gene codant pour ladite proteine, en 
5' dudit gene un promoteur d'ARN polymerase et un site de 

15 fixation des ribosomes, et eventuellement un terminateur 

d'ARN polymerase en 3' dudit gene, 

b) la transcription in vitro de la molecule 
d'acide nucleique preparee a l'etape (a), 

c) la traduction in vitro des transcrits de 

20 l'etape (b) , 

d) la detection et/ou la mesure de la variation 
d'au moins une fonction connue correspondant a la ou aux 
proteines cibles produites a l'etape (c) en presence et en 
absence de la substance a cribler. 

25 Mais le procede de 1 ' invention peut aussi etre 

appliqu6 au criblage de substances capables de modifier la 
fonction correspondant a un ensemble de proteines cibles. 
Les genes codant pour ces proteines peuvent etre situ£s sur 
le mime fragment d'ADN comme dans le cas d'un operon, ou & 

30 diff brents endroits de l'ADN g£nomique comme dans le cas de 

certaines voies metaboliques . 

Lorsque le procede de 1 ' invention concerne le 
criblage d'une substance capable de modifier l'activite d'un 
ensembles de proteines, l'etape (a) du procede admet les 

35 deux formes de mise en oeuvre suivantes : 
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i) Soit, les genes sont regroupes sous la forme 
d'un operon, et alors 1 ' etape (a) consiste a preparer une 
molecule d ' acide nucleique comprenant les genes ( 1 ■ op^ron) 
codant pour les proteines, en 5 ' de 1' ensemble desdits gknes 

5 (de l'operon) un promoteur d ' ARN polymerase, eventuellement 

en 3* de 1' ensemble desdits genes (de l'operon) un 
terminateur d'ARN polymerase, et pour chacun desdits genes 
son site de fixation des ribosomes naturel. 

ii) Soit, lesdits genes sont sEpares et alors 
10 1' etape (a) consiste a preparer une ou plusieurs molecules 

d 1 acide nucleique comprenant les g£nes codant pour les 
proteines, en 5' de chacun desdits genes un promoteur d'ARN 
polymerase et un site de fixation des ribosomes, et 
Eventuellement en 3 ' de chacun desdits genes un terminateur 

15 d 1 ARN polymerase. 

Dans la premiere forme de mise en oeuvre (i) ci- 
dessus, le site de fixation des ribosomes de chacun des 
genes est son site de fixation des ribosomes naturel, et 
l'on prefere alors utiliser a 1 ' etape (c) un extrait de 

20 traduction prepare a partir de 1 ' organisme dont provient le 

ou les genes cibles ou d'un organisme phylogenetiquement 
proche . 

Dans la seconde forme de mise en oeuvre (ii) ci- 
dessus, le site de fixation des ribosomes peut etre le site 

25 naturel de chacun des genes ou un autre site de fixation des 

ribosomes plus adapte a 1' etape (c) de traduction. 

Une variante de la premiere (i) et de la 
deuxieme forme (ii) de mise en oeuvre du procede ci-dessus, 
consiste a realiser en parallele ou simultanement , le 

30 procede de 1* invention decrit precedemment avec une seule 

protEine, chaque etape (a) etant realisee avec chacun des 
g£nes. Une alternative a la realisation en parallele ou 
simultanee de proc^des de 1* invention, consiste a realiser 
separement pour chacun des g£nes les 6 tapes (a) , (b) et (c) , 

35 puis, pour le criblage final impliquant chacune des 
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proteines, a rassembler les produits des Stapes (c) pour 
realiser 1' etape (d) . 

De mime, lorsque le procede concerne le criblage 
de substances capables de modifier l'activite d'un ensemble 
5 de proteines dont les genes sont physiquement separes sur le 

genome d'un organisme, le proced£ de 1' invention consiste a 
realiser en parallele ou simultanement , le procede de 
1 1 invention decrit precedemment avec une seule proteine, 
chaque 6tape (a) etant realisee avec chacun des genes. Une 

10 alternative a la realisation en parallele ou simultanee de 

procedEs de 1' invention, consiste <k realiser s<§par6ment pour 
chacun des genes, les etapes (a) , (b) et (c) puis, pour le 
criblage final impliquant chacune des proteines, k 
rassembler les produits des etapes (c) pour realiser 1 ' etape 

15 (d). 

Comme indique precedemment, le proc£d6 de 
1 ' invention permet de cribler des substances capables de 
modifier l'activite d'un ensemble de proteines cibles. Le 

20 procede de 1 * invention peut done etre applique au criblage 

de substances capables de modifier l'activite des variants 
d'une proteine ou des variants d'un ensemble de proteines. 
Le ou les genes correspondants a ce ou a ces variants 
peuvent etre contenus par exemple dans un meme echantillon 

25 d'acides nucleiques de depart. A titre d' exemple de cette 

application du procede de 1' invention, on peut citer les 
differents mutants du gene de la protease du VIH contenus 
dans un echantillon d'un patient infecte par ce virus. La 
mise en oeuvre du procede de 1 1 invention consiste alors a 

30 realiser chaque etape (a) avec chacun des mutants dudit gene 

de fagon a exprimer chacun de ceux-ci separement. La 
separation des mutants contenus dans 1 ' Echantillon peut §tre 
realisee par clonage, dilution extreme, ou par toute autre 
m^thode connue de l'homme du Metier. Cette application du 

35 procede de 1' invention consiste done h cribler toutes les 
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substances a tester non pas sur une proteine cible ou sur un 
ensemble de proteines cibles mais sur tous les variants 
existant de celle(s)-ci, dont les genes correspondant sont 
contenus dans un seul 6chantillon d'acides nucl£iques. Cette 
5 application du procede de 1 ' invention permet done de 

determiner le spectre d' action des substances a tester. 

L * invention se rapporte done aussi a 
1 'application du procede de criblage de substances capables 
de modifier les diff £rents variants d'une proteine cible ou 

10 d'un ensemble de proteines cibles. En effet, comme indiqu£ 

ci-dessus sur la protease du VIH, 1 ' echantillon d'un patient 
infecte par ce virus peut contenir plusieurs variants du 
virus chacun exprimant une protease differente. II est done 
interessant d'effectuer un criblage sur chacune des 

15 differentes proteases afin de determiner celles qui sont 

inhibees par les antiproteases connues ou celles qui peuvent 
l'etre par de nouvelles substances a tester. 

Sur la base de cet exemple du virus HIV, 
1 ' invention permet 1' analyse in vitro des differents 

20 variants d'une proteine cible ou d'un ensemble de proteines 

cibles. Ce but est atteint selon 1' invention, en amplifiant 
eventuellement les differents mutants, par exemple par 
culture cellulaire ou par amplification moleculaire, puis en 
isolant chaque gene mutant, par exemple par clonage ou par 

25 dilution extreme, et en exprimant chacun de ces genes 

conform£ment aux etapes (a) , (b) et (c) du procede de 
1' invention, et enfin en criblant les substances capables de 
modifier 1'activite de la ou des proteines produites lors de 
I'etape (d) . Le procede de criblage consiste par exemple 

30 dans le cas des proteases du VTH k r£aliser un test 

d' inhibition avec les differents inhibiteurs ou les 
differentes substances a tester sur chaque protease 
individuellement . L'activite de chacune des proteases 
exprimees conf ormement au proc6d6 de 1 1 invention peut alors 

35 etre caracterisee de fagon a reveler la representation des 
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differents variants du virus qui infectent un patient. Le 
resultat du procede de criblage selon 1' invention permet 
alors d' adapter la therapie du patient. 

5 Comme on l'a dit precedemment , le test 

fonctionnel peut mettre en ceuvre une ou plusieurs molecules 
rapporteurs. Dans un premier mode particulier de realisation 
du procede de 1' invention, la molecule rapporteur doit etre 
presente a l'etape (c) ou (d) pour reveler l'activite 

10 eventuelle de la proteine cible en fonction du role de la 

substance testee lors du criblage. 

Mais la molecule rapporteur peut aussi §tre 
presente dans le melange reactionnel des l'une des etapes 
(a) a (b) , soit sous sa forme finale de molecule rapporteur, 

15 soit, selon une forme particuliere de realisation de 

1 'invention, sous la forme d'une molecule d'acide nucleique 
(ADN, ou ARN) correspondant au gene codant pour ladite 
molecule rapporteur, et alors designe ci-apr^s gene 
rapporteur. Dans ce mode de realisation particulier, la 

20 molecule rapporteur sera avantageusement produite lors de 

l'etape (c) conjointement avec la ou les proteines cibles. 

Ainsi, selon une forme particuliere de mise en 
oeuvre du procede de criblage de 1' invention, la molecule 
rapporteur est une proteine qui est produite lors de l'etape 

25 (c) conjointement avec la ou les proteines cibles. 

Avantageusement, dans cette forme de realisation du procede 
de 1' invention, le gene codant pour la molecule rapporteur 
est place sous le controle de sequences de regulation de la 
transcription et de la traduction similaires a celle du ou 

30 des genes codant pour la ou les proteines cibles, de fagon a 

ce que le gene rapporteur soit coexprime avec le ou les 

g&nes cibles. 

A titre d'exemple, le g£ne rapporteur peut etre 
le g&ne de la proteine GFP (Green Fluorescent Protein) ou 
35 celui de la beta- lactamase (TEM-1) . Dans le cas de la GFP, 
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c'est 1' Emission de fluorescence qui est evaluee. 11 est 
alors possible de realiser un test tel que la GFP ne 
fluoresce que si 1'activite des produits du ou des genes 
cibles est modifi^e par la ou les molecule(s) test6e(s). 
5 Dans le cas de la beta-lac tamase, c'est 1' activity de cette 

enzyme qui est evaluee en incubant une fraction de la 
reaction de traduction dans un tampon contenant de la 
nitrocephine. La nitrocephine est une beta- lac tamine 
chromogenique qui a la propriete de virer du jaune au rouge 

10 lorsqu'elle est hydrolysee par une beta- lactamase active. Un 

test jaune indique par exemple que la ou les molecule (s) 
testee(s) est (sont) capable(s) de modifier 1'activite du 
produit du gene cible. 

Tout autre gene rapporteur peut etre envisage 

15 dans le procede de 1' invention, comme ceux de la beta- 

galactosidase, la lucif erase, la peroxydase ou une 
microperoxydase, etc... .11 convient de noter que le gene 
rapporteur de la GFP presente 1 ' avantage de produire une 
proteine, dont 1'activite est instantanement mesurable, ce 

20 qui permet un gain de temps supplementaire . Mais, un gene 

rapporteur codant pour une proteine ayant une activite 
enzymatique du type beta- lactamase presente une grande 
sensibilite due au coefficient enzymatique multiplicateur . 

25 Une forme particuliere de mise en oeuvre du 

proced6 de 1' invention avec un gene rapporteur, consiste a 
exprimer in vitro un gene rapporteur au sein duquel un gene 
ou plusieurs genes codant pour la ou les proteines ont ete 
inserts, 1 1 ensemble de ces g£nes 6tant sous le controle des 

30 mimes sequences regulatrices de la transcription et de la 

traduction. 

Un exemple de molecule d'acide nucleique 
preparee a 1 ' £tape (a) correspondant a cette forme de mise 
en oeuvre du proc6d£ de 1 ' invention est representee k la 
35 figure 2 en annexe. Ce cas particulier, ou le g£ne cible et 
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le gene rapporteur sont coexprimes, est tout a fait adapte 
au gene cible correspondant aux inteines comme 1 ' inteine de 
RecA de Mycobacterium tuberculosis. 

5 Une autre forme particuliere de mise en oeuvre 

du proc6de de 1 1 invention avec un gene rapporteur, consiste 
a utiliser un gene cible (codant pour une proteine cible ou 
une fonction) qui peut etre lui meme un gene rapporteur. Un 
exemple de molecule d'acide nucleique preparee a 1 ' etape (a) 

10 correspondant a cette forme de mise en oeuvre du procede de 

1' invention est representee & la figure 3 en annexe. Ce 
mode de mise en oeuvre est particulierement adapte a une 
proteine cible ayant une activite directement detectable in 
vitro, comme une activite enzymatique, telle que la beta- 

15 lactamase. Le gene de la beta- lactamase joue un role 

essentiel dans la resistance aux antibiotiques de type beta- 
lactamine en hydrolysant ces molecules avant qu'elles 
n'aient pu agir sur leurs cibles therapeutiques . Ainsi, une 
fois que 1' enzyme a ete mise en presence de la molecules a 

20 tester a 1 ' etape (b) , (c) ou (d) , l'activite de la beta- 

lac tamase peut etre evaluee grace a un test a la 
nitrocephine . 

Les etapes du procede de 1 ' invention peuvent 
25 etre realisees successivement sans interruption par le meme 

operateur, avantageusement sur un dispositif automatis6 
integrant chacune des etapes, ou peuvent etre realisees de 
fagon discontinues, eventuellement par des operateurs 
dif f erents . 

30 

Si la substance testee correspond a une sequence 
polynucl^otidique, elle pourra avoir un role en tant que tel 
ou en tant que gene codant pour une proteine. Dans ce 
dernier cas, cette sequence polynucl6otidique poss^de toutes 
35 les sequences n£cessaires pour son expression in vitro lors 
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de la reaction de transcription et de traduction. De 
preference, elle sera exprimee par les memes sequences 
regulatrices que le ou les genes cibles afin que leur 
expression soit concomitante et que la molecule ait le temps 
5 de modifier l'activite des produits du ou des genes exprim6s 

apr£s les etapes (b) et (c) . Ceci evite de generer des 
resultats faux positifs ou faux negatif s . 

Un des roles possibles des substances a cribler 
est de ralentir voir de stopper, in vitro, l'activite d'une 

10 proteine cible ou d'un ensemble de proteines cibles, qui 

peuvent etre impliquees par exemple dans la progression 
d'une maladie. Ces molecules seront par exemple issues de 
bibliotheques presentant un interet pharmacologique 
particulier, issues de travaux de chimie combinatoire tenant 

15 compte de la structure d' inhibiteurs puissants preexistants 

et/ou de la structure du site actif d'une enzyme cible et de 
ses caract^ristiques particulieres . 

Mais les substances testees dans le cadre du 
procede de 1 * invention peuvent egalement avoir un ef f et 

2 0 stimulateur ou activateur sur l'activite du produit d'un 

gene ou plusieurs genes cibles ayant un role cle dans un 
processus. De telles molecules peuvent s'averer utiles en 
tant que cofacteurs enzymatiques permettant de demultiplier 
l'activite d'une enzyme dans un phenomene industriel donne 

25 (agroalimentaire ou autre) et ainsi de gagner en rendement . 

A chaque fois qu'une substance testee s'avere 
efficace pour modifier l'activite de la proteine cible, il 
est avantageux de verifier, par toute methode appropriee, 
que cette substance n'inhibe pas une des Stapes du procede. 

30 En outre, apres avoir identifie une substance capable de 

modifier l'activite d'une proteine cible, cette proteine 
peut etre testee selon le procede de 1 1 invention sur des 
proteines ayant une activite similaire a celle de la ou des 
prolines cibles. 



35 
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Le procede de 1 * invention peut etre 
avantageusement mis en oeuvre sur tout type de support et 
est done facilement automati sable . On entend par support par 
exemple des puits de plaques de microtitration et egalement 
5 des biopuces. Celles-ci peuvent contenir plusieurs dizaines 

a plusieurs milliers d' emplacements . Ainsi sur un seul 
support des dizaines a des milliers de substances pourront 
§tre testees pour leur capacite a modifier l'activite codee 
par le ou les genes cibles d'une ou plusieurs molecules 

10 d'acide nucleique preparee a l'etape (a) . 

Une mise en oeuvre particuliere du procede de 
l 1 invention consiste a charger les puits de ces plaques avec 
un melange de reaction de transcription et de traduction 
concentree coupl^e (composants necessaires k la 

15 transcription et a la traduction) contenant une ou plusieurs 

molecules d'acide nucleique preparee a l'etape (a) et la 
molecule rapporteur, puis a les congeler pour eviter 
1 ' initiation precoce de la reaction de 

transcript ion/ traduction. Les plaques congelees sont placees 

20 sur un automate, qui depose dans chaque puits un volume de 

la molecule a tester permettant de diluer le melange de 
transcription et de traduction jusqu'a ce qu'il soit 
concentre 1 fois. Une homogeneisation peut etre envisagee 
par 1 ' intermediaire de 1' automate, mais les volumes 

25 reactionnels devraient etre suffisamment faibles pour que la 

diffusion assure cette homogeneisation. 

La mesure de l'activite d'une ou plusieurs 
proteines cibles ou de la molecule rapporteur de l'etape 
(d) , et done de I'effet de la substance testee sur une 

30 proteine cible ou un ensemble de proteines cibles, peut 

egalement etre avantageusement automatisee. La modification 
£ventuelle de l'activite de la proteine cible est lue 
directement sur le support dans un lecteur de fluorim^trie 
(si le rapporteur est par exemple la GFP) ou de colorim^trie 

35 (si le rapporteur est par exemple la beta-lactamase) . Les 
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lectures automatisees seront adaptees a la revelation du 
rapporteur. II est ainsi possible de realiser une lecture en 
continue de 1'activite du rapporteur. 

5 L'automatisation presente des avantages en terme 

de potentiel de criblage. Le proc^de de 1' invention peut 
§tre envisage dans un concept de micro-usinage de mani^re a 
manipuler sur un support unique des milliers de nanovolumes 
reactionnels. Ceci represente un avantage certain en terme 

10 de cout mais egalement en potentiel de criblage a haut 

debit. Le procede de 1' invention mis en oeuvre sur biopuce 
permet de cribler des collections de substances par exemple 
issues de travaux de chimie combinatoire presentant par 
exemple des proprietes antif ongiques ou antibacteriennes ou 

15 antivirales ou anticancereuses ou des collections de 

substances dirigees contre des maladies comme celles de 
Parkinson ou d' Alzheimer. Le procede de 1' invention applique 
a haut debit permet d' identifier la substance-clef la mieux 
adaptee a une f onction-serrure donnee en un minimum de 

20 temps. 11 permet done de tester rapidement et 

systematiquement toutes les combinaisons possibles d'un jeu 
de substances donnees . 

En consequence, 1 1 invention concerne un 
dispositif comprenant un agencement d'un ou plusieurs 

25 supports, de robots et d'un lecteur desdits supports pour la 

realisation des etapes du procede de 1' invention. 

L' invention a enfin aussi pour objet un kit de 
criblage de substances capables de modifier 1'activite d'une 
30 ou plusieurs fonctions in vitro conformement a l'une des 

formes de mise en oeuvre du procede de 1' invention. 

Dans une premiere forme de realisation un tel 
kit comprend les moyens de revelation de la f one t ion, une 
ARN polymerase, des sequences nucleotidiques pour la 
35 preparation des molecules d'acides nucl6iques comprenant le 
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ou les genes permettant 1' expression de la ou des prolines 
correspondant a la fonction detectee et/ou quantifiee, les 
quatre nucleotides triphosphates, les melanges necessaires a 
ladite preparation, k la transcription et £ la traduction, 
5 eventuellement des substances, Eventuellement des temoins. 

Dans une seconde forme de realisation un kit 
selon 1 ■ invention comprend : 

- eventuellement des substances necessaires a la 
10 preparation des molecules d'acides nucleiques comprenant le 

ou les genes permettant 1' expression de la ou des proteines 
correspondant k la fonction detectee et/ou quantifiee, 

- tout support comme plaque de microtitration ou 
puce contenant : les moyens de revelation de la fonction, 

15 une ARN polymerase, les quatre nucleotides triphosphates, 

les melanges de transcription et de traduction, 

eventuellement des temoins. 

Les kits et les supports peuvent etre envisages 

pour la detection et/ou la mesure d'une variation 
20 simultanement ou non d'une ou plusieurs fonctions d'un ou 

plusieurs processus ou d'un ou plusieurs organismes . 

L' invention a done aussi pour objet un support 

presentant une serie d' emplacements pour la mise en ceuvre 

d'une methode de 1' invention, caracterise en ce que chacun 
25 desdits emplacements permet la detection et/ou la mesure 

d'une variation de fonction. 

La substance a cribler peut etre presente dans 

les puits ou §tre ajoutee en fin de reaction. 

30 D'autres avantages et caracteristiques de 

1' invention apparaitront dans les exemples de realisation de 
1' invention, qui suivent et qui se referent aux dessins en 
annexe dans lesquels : 
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La figure 1 est une representation de la mise en 
evidence d'inhibiteur de proteinase a acide aspartique du 
virus du HIV, par le procede de 1' invention. 

La figure 2 est line representation sch&natique 
5 de la mise en evidence d'inhibiteur de l'epissage proteique 

de l'inteine de RecA de Mycobacterium tuberculosis, par le 
procede de 1* invention. 

La figure 3 est une representation schematique 
de la mise en evidence d' inhibiteurs suicides de Beta- 
10 lactamase par le procede de 1' invent ion. 

Les figures 4, 5 et 6 representent la 
comparaison de la sensibilite et de la reproductibilite des 
plusieurs methodes de detection d'une fonction selon le 
procede de 1' invention. 
15 La figure 7 represente les effets de differentes 

substances (0,4 pjyt final) sur la variation de d'activite de 
la beta-lactamase TEM-1. 

La figure 8 represente les effets de differentes 
substances (21,5 HM final) sur la variation de d'activite de 

20 la beta-lactamase TEM-1 . 

La figure 9 represente la caracterisation de la 
resistance d'un inhibiteur. 

La figure 10 represente l'effet de differentes 
substances (2,5 ^M final) sur la variation d'activite de la 
25 protease du virus HIV-1 a t=0 min. et t=180 min. 

Kyemnle I : Effets des substan ces A, B, C et D 

sur une fonction d'un echantillon. 

30 Les tableaux ci-dessous illustrent differents 

resultats susceptibles d'etre obtenus par le procede de 
1* invention sur un echantillon comprenant une fonction. La 
mesure de variation de signaux se fait par toute technique 
connue par l'homme de metier. Les signaux sont mesures 

35 suivant leur propri6te, de mani^re directe ou non, qui peut 

necessiter ou non la presence d'un rapporteur. II est 
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envisageable que le(les) signaux(s) soi{en)t lu(s) en 

continu sous forme de cinetique par exemple. La methode de 

1' invention off re done un grand choix de modes de 

realisation a partir des fonctions et des moyens mis en 
5 oeuvre pour la (les) reveler. 

On entend par variation de signaux en presence 
d'une substance (tableau 1) : 

- Une augmentation d'activite qui peut dependre 
10 ou non de la quantite de substance (s) ajoutee(s). 

- Une diminution de 1' activity qui peut dependre 
ou non de la quantite de substance(s) ajoutee(s) . 

- Une inhibition de l'activite etudi^e qui peut 
dependre ou non de la quantite de substance (s) ajoutee (s) . 

15 

1) Le tableau 1 ci-dessous montre que la 
substance A permet d'augmenter l'activite f onctionnelle . 
Plus A est pr6sente en grande quantite, plus la fonction est 
active . 

20 Tableau 1. 





Signal 


Sans substance 


0 


En presence d'une substance A 


++ 


En presence de deux fois plus d'une 
substance A 


++++ 



2) Le tableau 2 ci-dessous montre que la 
substance B a le meme effet sur la fonction quelque soit sa 
quantite . 

25 Tableau 2 . 





Signal 


Sans substance 


0 


En presence d'une substance B 


+ 


En presence de deux fois plus d'une substance B 


+ 



3) Le tableau 3 ci-dessous montre que la 
substance C n'a aucun effet sur la fonction. Par contre, au 
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dela d'un seuil 2C, la substance C a un effet negatif sur la 
fonction. 

Tableau 3 . 





Signal 


Sans substance 


+ 


En presence d'une substance C 




En presence de deux fois plus d'une substance C 


0 


4) Le tableau 4 ci-dessous montre que la 
substance D inhibe la fonction. 

Tableau 4. 




Signal 


Sans substance 


+ 


En presence d'une substance D 


0 


En presence de deux fois plus d'une substance D 


0 



Exemole II : Mesure des variations d'activite 
10 des fonctions 1 et 2 en presence d'un e substance. 

Le procede de 1 ' invention permet aussi d'etudier 
1' effet d'une substance sur une ou plusieurs fonctions. En 
effet, une substance est susceptible d'agir sur le site 

15 actif de deux fonctions differentes. C'est le cas par 

exemple des chelateurs d'ions bivalents comme 1'EDTA qui 
inhibent a la fois les metalloproteinases et des polymerases 
(ces deux enzymes ayant besoin d'ions bivalents pour 
fonctionner) . D' autre part, il est egalement possible que 

20 1 'effet d'une substance sur une fonction induise des 

metabolites secondaires responsables de variation d'activite 
d'une ou plusieurs autres fonctions. Les tableaux ci-dessous 
illustrent ces differents resultats. 

25 1) Le tableau 5 ci-dessous montre que la 

substance A permet d'augmenter l'activite d'une fonction 1 
et inhibe une fonction 2 . 
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Tableau 5 



10 



Sans substance 


Fonction 1 
+ 
+++ 


Fonction 2 
0 


En presence d'une substance A 

En presence de deux fois plus d'une 

substance A _ 


++++ 


0 



2) Le tableau 6 ci-dessous montre que la 
substance A permet d'augmenter l'activite d'une fonction 1 
mais peu celle de l'activite 2. En revanche une fois la 
fonction 1 activee, il y a activation de la fonction 2. Mais 
en presence d'une trop grande quantite de A, il y a 
suractivation de 1 ce qui induit une inhibition de 2. 

Tableau 6 



Fonction 1 


Fonction 1 


Fonction 2 


Fonctions 
1 et 2 


Sans substance 


+ 


0 


+ 


En presence d'une 
substance A 


+ ++ 


++ 


+++++ 


En presence de deux fois 
plus d'une substance A 


+++++ 


0 


+++++ 



15 

RypmnlP ttt : effets d'une combinaison de 

substance s but- une fonrt-.ion rt'un echantillon . 



20 



25 



Une autre forme de mise en ceuvre du procede de 
1' invention consiste a tester plusieurs substances sur une 
fonction. Ces substances peuvent etre ajoutees de maniere 
combinee ou de maniere sequentielle a chacune des etapes du 
procede. Le test de plusieurs substances sur une fonction va 
permettre de determiner si ces substances ont entre elles un 
effet cooperatif ou un effet antagoniste, si elles sont 
entre elles competitives ou complementaires . Le procede de 
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10 



15 



20 



1' invention permet de tester toutes les combinaisons 
possibles de substances sur une ou plusieurs fonctions. 

1) Le tableau 7 ci-dessous montre que la 
substance A augmente l'activite f onctionnelle . La substance 
B est sans effet sur la fonction. Le couple de substances A 
et B augmente encore plus que la substance 
l'activite de la fonction. La substance B 
complementaire ou cooperatif de la substance A. 



A 
un 



seule 
effet 



Tableau 7 






Signal 


Sans substance 


0 


En presence d'une substance A 


+ + 


En presence d'une substance B 


L 0 


En presence des substances A et B 


+ + + + 



2) Le tableau 8 ci-dessous montre que l'activite 
fonctionnelle est augmentee de la meme fagon en presence de 
la substance A seule ou des substances A et B. La substance 
B n'a done aucun effet sur la fonction, comme le montre le 
test fonctionnel en presence de la substance B seule. 

Tableau 8 



Sans substance 



En presence d'une substance A 



En presence d'une substance B 



En presence des substan ces A et B 



Signal 



+ + + + 



+ + + + 



3) Le tableau 9 ci-dessous montre que les 
substances A et B separ&nent et le couple de substances A et 
B inhibent la fonction. 



Tableau 9 




Siqnal 


Sans substance _ „ 


+ 


En presence d'une substance a 


0 


En presence d'une substance B 


0 


En presence des substances A et B 


^ 0 



• 
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4) Le tableau 10 ci-dessous montre que les 
substances A et B separement n'ont pas d' action sur la 
fonction, alors que le couple de substances A et B 
augmentent 1'activite de la fonction. 

Tableau 10 





Siqnal 


Sans substance 


0 


En presence d'une substance A 


0 


En presence d'une substance B 


0 


En presence des substances A et B 


+++ 



RYpnmle IV : pffftts d'une combinaison de 

snhRtiancp^ sur u t p on plusieurs f onctions . 

Les variations d'une ou plusieurs f onctions 
obtenues en presence d'une ou plusieurs substances peuvent 
etre comparees entre elles pour determiner la ou les 
meilleure(s) substance(s) ou la meilleure combinaison de 
substances et ainsi que la meilleure quantite de chaque 
substance . 

Le procede de 1' invention peut done egalement 
etre mis en oeuvre pour etudier les differentes formes 
galeniques d'une ou plusieurs substances. Apres avoir 
identifie une ou plusieurs substances capables de modifier 
1'activite d'une ou plusieurs fonctions, ces substances 
seront utilisees pour traiter un produit. La forme galenique 
de la ou des substances sera importante pour une efficacite 
optimale de la ou desdites substances sur la ou les 
fonctions du ou desdits produits. C'est pourquoi le ou les 
composants de la forme galenique pourront etre ajoutes a la 
ou aux dites substances dans le procede de 1' invention pour 
etudier leur impact sur la variation d'activite d'une ou 
plusieurs fonctions. 
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Exemole V : sui vi de 1 ' ef f icacit6 d'une ou 

plusieurs substance (s) sur une ou plusieurs fonction(s) d'un 
ou plusieurs or cfanisme(s) ou processus. 

Le procede de 1' invention permet egalement de 
5 suivre le comportement d'une ou plusieurs fonctions en 

presence d'une ou plusieurs substances. 

En d'autres termes il permet d'etudier 
l'efficacite d'une ou plusieurs substance(s) (tableau 11). 
En soumettant une ou plusieurs fonctions d'un organisme ou 

10 d'un processus a une ou plusieurs substances, on peut 

induire des variations de la ou des dites fonctions, qui 
font qu'elles n'auront plus le meme comportement vis a vis 
d'une ou plusieurs substances. En traitant une ou plusieurs 
fonctions par une ou plusieurs substances, on la soumet en 

15 quelque sorte a une pression de selection. Cette ou ces 

fonctions pourront par exemple devenir tolerantes vis a vis 
d'une ou plusieurs substances ou elles pourront presenter 
des phenomenes de resistances. Ainsi l'effet d'un traitement 
d'une ou plusieurs fonctions d'un organisme ou processus a 

20 une ou plusieurs substances, pourra etre teste par le 

procede de 1' invention en mesurant pour une ou plusieurs 
fonctions leur variation d'activite en presence de la ou des 
dites substances. Cette mise en oeuvre particuliere du 
procede de 1' invention permettra aussi d'evaluer la toxicite 

25 d'une ou plusieurs substances sur une ou plusieurs fonctions 

d'un organisme ou processus. 

Il s'agit done par exemple d'un suivi de 
1' evolution d'une (ou plusieurs) fonctions lorsqu' elles sont 
soumises a la presence d'une (ou plusieurs) substances. 

30 Le tableau 11 ci-dessous illustre ce type de 

resultat sur la toxicite d'une substance A sur les fonctions 
1 et 2. Le tableau 11 montre au temps t, qu'une substance A 
a augment^ 1' activity d'une fonction 1, qui continue 
d'augmenter au temps t+1. Par contre, au temps t+2, la 

35 substance A a perdu son efficacite sur la fonction 1. La 
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fonction 1 devient done moins sensible a 1'effet de la 
substance A avec le temps. Le tableau 11 montre aussi que la 
substance A inhibe de plus en plus avec le temps une 
fonction 2 . 

5 





Fonction 
1 


Fonction 2 


En absence de substance 


+ 


+++ 


Mesure au temps t en presence de la 
substance A 


++ 


++ 


Mesure au temps t+1 en presence de 
la substance A 


++++ 


+ 


Mesure au temps t+2 en presence de 
la substance A 


+ 


0 



Le proc^de de 1' invention permet done 
10 d'apprecier dans le temps 1 ' ef f icacit<§ de la ou des 

meilleures substances capables de faire varier au mieux la 
ou les activites de la ou desdites fonctions. 

Exemgle vt : Criblaae a haut debit d' inhib iteurs 
15 de proteinase a acide aspartique. 

Parmi les proteines virales necessaires au cycle 
de multiplication du virus du HIV, on peut noter la 
proteinase a acide aspartique, utilis^e comme cible dans 

2 0 differentes therapies antivirales (comme par exemple la 

tritherapie) . La recherche d' inhibiteurs puissants de 
proteinases a acide aspartique est en pleine expansion 
compte tenu de 1' adaptation du virus aux inhibiteurs : 6 
semaines apres le d£but d'une therapie avec un inhibiteur de 

25 proteinase de HIV-1 (indinavir) , des isolats r£sistants ^ 

1' inhibiteur sont d^tect^s . lis se manifestent entre autre 
par une mutation au niveau du residu V82A/F/T de la 
proteinase de HIV-1 (4). L'objectif de differents 
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laboratoires pharmaceutiques est done de developper un 
systeme de criblage a haut debit pour trouver de nouveaux 
inhibiteurs de proteinase a acide aspartique. 

Le test de criblage de nouveaux inhibiteurs de 
proteinase a acide aspartique (HIV) suivant repose sur le 
procede de 1' invention. Le gene cible codant pour la 
proteinase a acide aspartique sauvage de HIV est place sous 
contr61e du promo teur et du terminateur de 1 ' ARN polymerase 
du phage T7, ce qui permet de le transcrire et de traduire 
la proteine correspondante in vitro. 

La molecule rapporteur utilisee a l'etape (d) 
est un peptide contenant des sites de coupure specifiques de 
la proteinase de HIV. Ce peptide est lie covalemment 
respectivement en N et C terminal a une molecule 
fluorescente (come par exemple la f luoresceine) et a un 
quencher de cette derniere (comme par exemple la rhodamine) . 

Le gene prepare a l'etape (a) est place dans 
differents puits d'une plaque de microtitration. Les puits 
correspondant sont charges avec un melange de reaction de 
transcription et de traduction concentre couple (composants 
necessaires a la transcription et a la traduction 
concentres) contenant la molecule rapporteur. Les plaques 
correspondantes sont rapidement congelees pour eviter 
1' initiation precoce de la reaction de transcription et de 
traduction. Cette reaction de transcription et de traduction 
peut etre soit realisee avec un extrait cellulaire de 
traduction de E. coli, soit avec un extrait de traduction de 
cellules eucaryotes. L' extrait de traduction choisi depend 
du type d' amorces utilisees en (a) avec ou sans site de 
fixation des ribosomes. Les plaques congelees sont placees 
sur un automate, qui depose dans chaque puits un volume de 
la ou des substance (s) a tester permettant de diluer le 
melange de transcription et de traductionjusqu'a ce qu'il 
soit une fois concentre. 
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Si cette substance est active en tant 
qu'inhibiteur de la proteine cible, elle empeche la 
proteinase a acide aspartique de HIV d'attaquer la molecule 
rapporteur. La fluorescein et la rhodamine se trouvent 
alors dans un environnement suffisamment proche pour assurer 
un transfert d'energie de type FRET (fluorescence resonance 
energy of transfert) . Apres exposition du peptide rapporteur 
a une longueur d'onde donnee (environ 490 ran), seule la 
fluorescence rouge du quencher sera detectable. 

Si la substance testee n'est pas capable 
d'inhiber la proteinase a acide aspartique, le peptide 
rapporteur est clive. La fluoresceine et la rhodamine sont 
alors trop eloignees pour assurer un transfert d'energie. 
Apres exposition des produits de clivage a une longueur 
d'onde donnee (environ 490 ran), seule la fluorescence verte 
de la fluoresceine est detectable. 

Lorsqu 1 une substance inhibi trice de la 
proteinase a acide aspartique est decouverte, un test de 
controle de specificite est realise en incubant cette 
substance dans une reaction de transcription et de 
traduction permettant 1' expression d'un autre gene 
rapporteur (type GFP) pour verifier que cette substance ne 
soit pas en fait un inhibiteur de la transcription ou de la 
traduction. 

A chaque fois qu'un nouvel inhibiteur de la 
proteinase est decouvert, une serie de tests complementaires 
sont realises sur des reactions de transcription et de 
traduction permettant 1' expression de proteases resistantes 
aux anti -pro teases. Ainsi, la substance decouverte peut etre 
rapidement caracterisee afin de savoir si elle est capable 
d'inhiber les proteases des souches de virus actuellement 
resistantes aux anti-proteases . 

Une representation du procede de 1" invention est 

schematisee en figure 1. 
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Exem slg VTT i Cri Klaae k hauf. debit d ' inhibiteur 

rip 1 ; ieis sa gg nroteioue de 1' inline de BecA 3e_ 

Mymbact prium tuberculosis . 

Davis et al . , (1992) montrent que 1' excision de 
l'inteine de RecA de Mycobacterium tuberculosis est 
indispensable a l'activite de cette proteine (1). Les 
inteines sont des introns proteiques recemment decouverts a 
l'interieur de sequences proteiques. Elles possedent toute 
1' information necessaire a leur propre excision. Ce 
processus recemment mis en evidence est comparable a 
l'epissage des ARN premessagers . Ainsi, par convention, la 
sequence proteique interne est appelee inteine et les deux 
sequences externes, exteines (3). Ce phenomene d' excision 
proteique specif ique est tres rapide. Ces inteines ont ete 
decouvertes dans des groupes de genes tres differents et 
elles sont a la fois presentes chez les procaryotes et les 
eucaryotes . 

La proteine RecA de Mycobacterium tuberculosis 
contient un tel element. D'autres MycobactSries pathogenes 
peuvent posseder de telle sequence dans RecA comme 
Mycobacterium Leprae. Neanmoins, ces deux introns proteiques 
sont differents en taille, en sequence et dans leur 
localisation, ce qui les rend tres specifiques (2). 

En inhibant l'epissage proteique de l'inteine de 
Mycobacterium tuberculosis, on inhibe l'activite de la 
proteine RecA et done la multiplication de cet organisme 
pathogene. Dans le cas present, 1' inhibition de l'epissage 
represente une nouvelle voie therapeutique contre la 
multiplication de la bacterie responsable de la tuberculose. 
Seul un test in vitro, comme celui qui est propose, permet 
d' analyser 1' inhibition d'un phenomene de l'epissage 
proteique, trop rapide pour pouvoir etre analyse in vivo. 
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Un systeme de criblage d' inhibiteurs de 
l'epissage de l'inteine de RecA de Mycobacterium 
tuberculosis est mis au point. Le test propose repose sur le 
proc^de de 1' invention et consiste a exprimer in vitro le 
gene codant pour une proteine rapporteur telle que la GFP, 
au sein duquel l'inteine du gene recA Mycobacterium 
tuberculosis a ete inseree. Avant toute reaction 
d' expression une substance d'une banque a interet 
pharmacologique est ajoutee au melange de transcription et 
de traduction. Si cette substance est active en tant 
qu' inhibit eur, elle empeche l'epissage de l'inteine apres la 
traduction, ce qui inhibe 1' expression de la GFP mature. Au 
contraire si cette substance est inactive, l'activite de la 
GFP peut £tre detectee (figure 2) . 

Pour chaque substance ayant une activite 
inhibitrice du l'epissage des inteines, un second test 
permet de verifier que cette substance est specif ique. Ce 
deuxieme test consiste a incuber ladite substance dans un 
melange de transcription et de traduction contenant le gene 
gfp sans aucune inteine et a verifier que le gene peut etre 
transcrit et traduit en presence de cette substance. 

L'automatisation de ce criblage peut etre 
realisee suivant les memes conditions precedentes . 

Les substances ainsi detectees pourront §tre 
testees sur d' autre inteines presentant un interet dans un 
processus donne. 
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Exemole VIII 



Criblaae k haut d^bit 



d' inhibiteurs de beta -lactamase . 

Les beta- lac tamines (penicillines et 

c^phalospor ines ) repr^sentent la classe la plus utilisee des 
antibiotiques en th^rapie anti-inf ectieuse. Depuis 
1 • introduction en th^rapie de ces molecules, de nouvelles 
resistances a ces composes se d£veloppent. Parmi les 
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differents mecanismes de resistances acquis par les germes 
resistants, un des plus importants consiste a produire une 
enzyme (de type beta- lactamase) capable d'hydrolyser la 
molecule d'antibiotique avant que celle-ci n'ait pu agir. 
5 Suite a 1 'utilisation mondiale et intensive des 

antibiotiques, la vitesse d' apparition de nouvelles 
resistances est actuellement plus rapide que la decouverte 
de nouveaux antibiotiques. D" autre part, il existe peu 
d' inhibiteurs "suicide" de beta-lactamases (l'acide 

10 clavulanique (en association avec 1 ' amoxicilline dans 

1 'Augmentin) , le sulbactam et le tazobactam) sur le marche, 
et d6ja, des resistances a ces nouveaux composes ont pu etre 
mises en evidence dans les milieux hospitaliers . L'objectif 
est done de developper un systeme de criblage a haut debit 

15 pour trouver de nouveaux inhibiteurs de la beta -lactamase 

TEM-1 . 

Le criblage de nouveaux inhibiteurs suicide 
consiste a r£aliser une reaction de transcription et de 
traduction permettant 1' expression de la beta-lactamase 

20 TEM-1. Le gene bla est sous le controle des sequences 

promotrices et terminatrices de l'ARN polymerase du phage 
T7. Apres cette reaction de transcription de traduction, une 
substance issue d'une banque de molecules a interet 
pharmacologique est ajoutee au melange reactionnel. Si cette 

25 substance est active en tant qu' inhibiteur de beta- 

lactamase, elle inhibe l'activite catalytique de l'enzyme. 
Dans 1' autre cas, une beta-lactamase active est produite. 
L'activite beta-lactamase est alors evaluee par 
1' intermediaire d'un substrat chromogenique de la beta- 

30 lactamase : la nitrocephine . 

L'automatisation de ce criblage peut etre 
r6alis6e suivant les memes conditions decrites precedemment . 
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Lorsqu'une substance inhibi trice a 6t6 
identifiee, une serie de tests complementaires est realis^e 
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afin de tester 1 ' ef f icacit<§ de la molecule decouverte sur 
1' ensemble des mutants de beta- lactamase connus comme 
resistants aux inhibiteurs. Pour cela l'activite des 
differents variants de cette beta- lactamase exprimes in 
vitro selon le precede de 1' invention est evalu^e en 
presence de la substance inhibitrice, et le test d'activite 
de ces beta-lactamases est ensuite realise comme decrit ci- 
dessus . 

Kxemnle IX : Comoaraison de plusieurs tests 

fonctiopnplfi mis pn guvr e dans le proced6 selon 1' invention . 



1) Pomnaraison de plusieu rs tests f onctionnels . 
La methode de 1 ' invention permet de comparer la 
15 sensibilite et la reproductibilite de plusieurs types de 

tests f onctionnels en un temps tres court. Dans cette 
experience, la beta-lactamase TEM-1 a ete exprimee in vitro 
en utilisant 0,5 \ig de mRNA de ce g£ne et en traduisant 
cette enzyme comme decrit par Zubay dans un volume final de 
20 100 ill. 

* ) Test 1 : dosage de l'hvdrolyse de la 

nitroc ^phine . 

Differents volumes (5, 10, 15, 20, 25, 30uD de 

25 ce melange de traduction ont ete incubes a 37°C dans un 

volume final de 250 ]il de tampon de revelation de l'activite 
(concentration finale : NaP 40mM pH 7.0, 100ug/ml de 
nitrocephine et 0,25 mM DMSO) . La reaction a ete suivie par 
spectrophotometrie a 486 nm, et les valeurs d'activite 

30 obtenues ont ete exprimees en pourcentage de l'activite 

maximale obtenue. Ces mesures ont ete faites en triple 
exemplaires afin d'evaluer la reproductibilite de la 
technique de revelation. 
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h) Test 2 : dosage de 1 'hydrolyse de 

l'ampicil Hnfi par revelation directe 

Differents volumes (5, 10, 15, 20, 25, 30ul) du 
melange de traduction ont ete incubes a 37°C dans un volume 
5 final de 250 \il de tampon de revelation de l'activite 

(concentration finale : NaP 35mM pH 7.5, et 160ug/ml 
d , ampicilline) . La reaction a ete suivie par 
spectrophotometrie a 235 nm, et les valeurs d'activite 
obtenues ont ete exprimees en pourcentage de l'activite 
10 maximale obtenue. Ces mesures ont ete faites en triple 

exemplaires afin d'evaluer la reproduction ite de la 
technique de revelation. 

n) Test 3 : dosage de l'hvdrolyse de 
15 1 1 amoicilline oar revelation par fluorescence (Chen K.C. et 

Holmes K.K., 1986, Enhancement of fluorescence development 
of end products by use of a fluorescence developer solution 
in a rapid and sensitive fluorescent spot test for specific 
detection of microbial beta-lactamases , J. Clin. Microbiol., 
20 23(3), 539-544). 

Differents volumes (5, 10, 15, 20, 25, 30uU du 
melange de traduction ont ete incubes a 25°C pendant 15 
minutes dans un volume final de 210 ill de tampon I 

25 (concentration finale : 200ug/ml d' ampicilline) . 40 ul de 

tampon II de revelation ont ete ajoutes (tampon II : sodium 
tartrate 0.78 M pH 4.5, formaldehyde 12%), et la reaction a 
ete incubee 10 minutes a 45°C. La lecture a ete faite par 
fluorimetrie avec une longueur d'onde d' excitation de 365 

30 nm, et une longueur d' emission de 430 nm, et les valeurs 

d'activite obtenues ont ete exprimees en pourcentage de 
l'activite maximale obtenue. Ces mesures ont ete faites en 
triple exemplaires afin d'evaluer la reproductibilite de la 
technique de revelation. Un temoin a ete fait sans enzyme. 
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d) Conclusions. 

Les figures 4, 5 et 6 illustrent la comparaison 
de la sensibilite et de la reproductibilite de plusieurs 
methodes de detection d'une fonction 
5 La figure 4 indique que le test 2 d'activite 

(ampicilline) ne permet pas de reveler l'activite de 
1 ' enzyme quelque soit la concentration de celle-ci . En 
revanche, les tests 1 et 3 permettent d'obtenir un signal 
qui est correle au volume de traduction ajoute dans le test. 

10 D' autre part, le test d'activite 3 (fluorescence) semble 

donner une reponse mo ins sensible que le test d'activite 1 
(nitrocephine) pour des faibles concentrations en enzyme. 
Mais, les figures 5 et 6 indiquent que le test 3 est plus 
reproductible que le test 1. Le test 3 peut done etre 

15 considere coirane un test de choix pour mesurer l'activite de 

cette fonction beta- lactamase . 

Le procede de 1 1 invention permet done de tester 
et de valider en tres peu de temps la sensibilite de 
plusieurs methodes de detection d'une fonction. Ce type 

20 d' application est particulierement interessant dans le cadre 

de la mise au point d'un systeme de criblage qui necessite 
souvent le test de sensibilite le plus precis et le plus 
reproductible possible, afin de pouvoir detecter la 
variation d'une fonction par ce test lors de l'ajout d'une 

25 substance. 

2) Criblage moleculaire de substances pouvant 

avoir une activite su r une cible. 

30 a) Criblaae de nouveaux inhibiteurs de TEM-1 

Les P-lactamines (penicillines et 

cephalosporines) representent la classe d' antibiotiques la 
plus utilisee en therapie anti-inf ectieuse . Depuis 
1 ' introduction en therapie de ces molecules, de nouvelles 
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resistances a ces composes se developpent, favorisant 
1' expansion des infections nosocomiales . Parmi les 
differents m6canismes de resistance acquis par les germes, 
un des plus importants consiste h produire une enzyme. (£- 
lactamase TEM-1 pour certaines enterobacteries par exemple, 
ou beta- lactamase PSE pour Pseudomonas aeruginosa) capable 
d'hydrolyser 1 1 antibiotique avant qu'il n'ait pu agir. II 
existe quelques inhibiteurs de p-lactamases utilises en 
synergie avec un antibiotique, mais au fur et a mesure de 
leur utilisation de nouvelles formes de p-lactamases 

resistantes a ces inhibiteurs sont apparues. 

Un criblage de nouveaux inhibiteurs de la beta- 
lactamase TEM-1 a ete realise par le procede de 1' invention. 
Cette enzyme a ete exprimee in vitro comme decrit par Zubay 
en utilisant 300ug de mRNA dans un volume final de 
traduction de 5 ml. Chaque puit d'une plaque de 
microtitration a ete rempli avec 5 \il d'une solution d'un 
inhibiteur potentiel (dont 1'acide clavulanique et le 
sulbactam) de fagon a ce que cet inhibiteur soit k la 
concentration de 0 . 4pM dans le volume final du test. Puis 
3vl1 du melange de traduction ont ete ajoutes dans chaque 
puit de la plaque de microtitration et le melange a ete 
incube 3 minutes a 25°C. Le volume a alors ete complete a 
58yil avec une solution de revelation (concentration finale : 
NaP 40mM pH 7.0, 100pg/ml de nitrocephine et 0.25 mM DMSO) . 
La reaction a ete suivie par spectrophotometrie a 486 nm. 
Trois temoins ont ete realises : un sans extrait de 
traduction (done sans enzyme), un avec le substrat seul, et 
un sans aucun inhibiteur potentiel . 

II apparait sur la figure 7 que seule la 
substance qui a 6t6 ajout^e dans le puit E2 a inhibe 
l'activite de la beta-lactamase TEM-1. 

En mesurant l'activite residuelle du puit E2 
et en le comparant au temoin sans inhibiteur, il apparait 
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que cet inhibiteur potentiel#l (qui est en fait de 
l'acide clavulanique) diminue de 52% l'activite de TEM- 
1. 

Une experience similaire a 6te r^alisee avec une 
5 concentration finale en inhibiteurs potentiels de 21,5 pM. 

II apparait alors sur la figure 8 que 1' inhibiteur potentiel 
#1 est tou jours actif, et qu'un nouvel inhibiteur potentiel 
#2 est revele dans le puit B12 . Un dosage de l'activite 
residuelle dans le puits E2 et B12 indique que 1 ' inhibiteur 

10 #1 a 21.5pM diminue l'activite de TEM-1 de 80%, contre 73% 

pour 1' inhibiteur #2 (qui est en fait du sulbactam). 

Apres ce premier type de criblage, il est 
envisageable de caracteriser le ou les inhibiteurs 
potentiels sur des cibles equivalentes (autres beta- 

15 lactamases par exemple) ou sur des mutants de la cible 

initiale (mutants de la beta-lactamase TEM-1 resistants aux 
inhibiteurs de bet a- lactamases) . 

Cette caracterisation a ete realisee pour 
1' inhibiteur potentiel #1 (le plus efficace selon les 

20 experiences precedentes) sur deux mutants de la beta- 

lactamase TEM-1 decrits comme etant resistants a un 
inhibiteur de beta-lactamase. Pour cela 5 pi d'un melange 
de traduction exprimant soit 1 ' enzyme sauvage, soit un des 
deux mutants ont ete incubes separement a 25 °C pendant 3 

25 minutes dans un volume final de 500 pi de tampon I 

(concentration finale : NaP 50mM pH 7.0, 1.5 pM d' inhibiteur 
potentiel #1). Puis lOOpg/ml de nitrocephine et 0.25 mM 
final de DMSO ont 6te rajoutes, et la reaction a ete suivie 
par spectrophotometrie a 486 nm. Les resultats obtenus ont 

30 ete exprimes en pourcentage de l'activite maximale mesuree 

sur 1' enzyme en absence d' inhibiteur . 

La figure 9 indique que dans ces conditions, 
1' enzyme sauvage TEM-1 est inhib^e & 87%, alors que les deux 
35 mutants conservent respect ivement une activity residuelle de 
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26% et 35%. Si 1 ' inhibiteur #1 semble efficace contre 
1- enzyme sauvage, il apparalt qu'il ne l'est pas contre des 
enzymes qui sont deja resistantes a un inhibiteur de beta- 
lac tamase . 

Cette experience est realisable avec tout autre 
type de cible (protease du virus HIV, recepteurs, etc..) . Le 
procede de 1 ' invention permet done de mettre en place tres 
rapidement un criblage au niveau moleculaire de substances 
capables de modifier l'activite d'une cible, puis de valider 
les resultats sur des cibles equivalentes . 



v-i ) rT-ibl^rr^ de nouveaux inhjbjteurs — de. — la 

protease du v ims HIV-1 

15 Un criblage de nouveaux inhibiteurs de la 

protease du virus HIV-1 a ete realisee par le procede de 
1- invention. Cette enzyme a ete exprimee in vitro comme 
decrit par Zubay en utilisant 150ug de mRNA dans un volume 
final de traduction de 1 ml. Chaque puit d'une plaque de 

20 microtitration a ete rempli avec 60ul d'un melange contenant 

10 ul du melange de traduction, 30 ul de tampon (2M NaCl. 12 
mM EDTA, 200 mM acetate de sodium, 2 mM DTT et 20% DMSO) , 1 
ul a 600uM du peptide substrat BACHEM M1865 (peptide DABCYL- 
_-Abu-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ile-Val-Gln-EDANS) et 2.5 uM final 

25 de differents inhibiteurs potentiels. Ce peptide FRET a pour 

propriete de liberer de la fluorescence lorsqu'il est clive 
par la protease du virus HIV. Une substance qui n'inhibe pas 
l'activite de la protease HIV se caracterise done par 
1' apparition d'un signal fluorescent lorsque le puit est 

30 expose aux UV. Trois temoins ont ete realises : un sans 

extrait de traduction (done sans enzyme), un avec le 
substrat seul, et un sans aucun inhibiteur potentiel . 

II apparalt sur la figure 10 que seule la 
substance qui a ete ajoutee dans le puit E8 (pepstatine A) a 
35 inhibe l'activite de la protease de HIV. 
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Le procede de 1 ' invention permet done de 
realiser tres simplement un criblage in vitro de substance 
capables de modifier l'activite d'une fonction. 

Ces experiences sont realisables avec tout autre 
type de cible (protease du virus HIV, recepteurs, etc). Le 
procede de 1' invention permet done de mettre en place tres 
rapidement un criblage au niveau moleculaire de substances 
capables de modifier l'activite d'une cible, puis de valider 
les resultats sur des cibles equivalentes . 
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REVENDICATIONS 

1) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en ceuvre un test fonctionnel, 
caracterise en ce que Ton detecte et/ou mesure la variation 
d'une fonction connue correspondant soit a one ou plusieurs 
proteines produites in vitro en presence et en absence de 
ladite substance, soit a la substance en presence ou en 
absence de proteines produites in vitro. 

2) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en ceuvre un test fonctionnel 
selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend 

les etapes suivantes : 

a) la preparation d'au mo ins une molecule 
d'acide nucleique comprenant le ou les genes codant pour une 
ou plusieurs proteines et les elements de controle 
necessaires a la transcription et la traduction du ou 

desdits genes, 

b) la transcription de la ou des molecules 

d'acide nucleique preparee(s) a 1 ' etape (a), 

c) la traduction in vitro du ou des transcrit(s) 

prepare (s) a 1 ' etape (b) , 

d) la detection et/ou la mesure de la variation 
d'une fonction connue correspondant aux proteines produites 
a 1" etape (c) en presence et en absence de ladite substance 
ou a la substance en presence et en absence des proteines 
produites a 1' etape (c) . 

3) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en ceuvre un test fonctionnel 
selon l'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 
la preparation d'une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique de 1' etape (a) consiste a placer le ou les genes 
codant pour la ou lesdites proteines, sous le controle : 
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- pour la transcription, d'un promoteur (en 5') 
et eventuellement d'un terminateur d'une ARN polymerase (en 
3'), 

- pour la traduction, d'un site de fixation des 
5 ribosomes en amont du ou des genes. 

4 ) Procede selon 1 ' une des revendications 1 a 3 , 
caracterise en ce que le test fonctionnel mis en ceuvre 
correspond a la detection et/ou a la mesure d'une fonction 

10 connue de la ou des proteines produites a l'etape (c) . 

5) Procede de determination de 1' activity in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel 
selon la revendication 4, caracterise en ce que l'etape (a) 

15 consiste a preparer la ou les molecules d'acide nucl^ique 

par une reaction d' amplification du ou des genes codant pour 
la ou lesdites proteines. 

6) Procede de determination de l'activite in 
20 vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel 

selon la revendication 5, caracterise en ce que l'etape (a) 
consiste a preparer la ou les molecules d'acide nucleique 
par une reaction d ' amplification de type PCR ou NASBA du ou 
des genes codant pour la ou lesdites proteines, a l'aide 
25 d'une ou plusieurs paires d' amorces, chacune constitute : 

- pour 1' amorce sens, de la sequence s'hybridant 
en amont d'une ou plusieurs molecules d'acide nucleique 
comprenant le ou les genes codant pour la ou lesdites 
proteines, et d'un promoteur d' ARN polymerase et 

30 eventuellement un site de fixation des ribosomes, et 

pour 1' amorce antisens, de la sequence 
s'hybridant en aval d'une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou 
lesdites proteines, et Eventuellement d'un terminateur d' ARN 

35 polymerase. 
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7) Procede de determination de I'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon rune des revendications 1 a 3, caracteris6 en ce que 

5 le test fonctionnel correspond a la detection et/ou a la 

mesure d'une fonction de ladite substance. 

8) Procede de determination de I'activite in 
vitro d'une substance mettant en ceuvre un test fonctionnel, 

10 selon la revendication 7, caracterise en ce que 1 1 etape (a) 

consiste (i) a preparer a partir d'un echantillon contenant 
des acides nucleiques plusieurs molecules d'acide nucleique 
chacune comprenant un fragment d'acide nucleique provenant 
dudit echantillon associe avec une molecule vectrice, (ii) a 

15 isoler chaque molecule d'acide nucleique constitue d'un 

fragment d'acide nucleique et d'une molecule vectrice. 

9) Procede de determination de 1' activity in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 

20 selon la revendication 8, caracterise en ce que les dits 

fragments d'acide nucleique ont de preference une taille de 
1 a plusieurs dizaines de kb, pref erentiellement de 1 a 40 
kb et avantageusement de 1 a 10 kb lorsque 1 ' echantillon est 
d'origine procaryote ; et de 1 ' ordre de plusieurs dizaines a 

25 plusieurs centaines de kilobases dans le cas d'un organisme 

eucaryote ; dans le cas particulier ou 1'on traite des 
cDNAs eucaryote a 1' etape (a), les fragments auront 
pref erentiellement une taille de 1 a 5 Kb. 

3 Q 10) Procede de determination de I'activite in 

vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon l'une des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 
la molecule vectrice est compos^e d'une ou plusieurs 
sequences polynucleotidiques comportant au moins un 

35 promoteur de transcription pour l'<§tape (b) et 
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eventuellement un element facilitant 1 ' isolement du fragment 
d'acide nucleique. 

11) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon l'une des revendications 8 a 10, caracterise en ce que 
la molecule vectrice associee a chaque fragment de l'etape 
(b) est avantageusement un vecteur plasmidique ne permettant 
preferentiellement pas 1' expression dudit fragment in vivo. 



12) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en ceuvre un test fonctionnel, 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ladite fonction correspond a un 

15 ensemble de proteines cibles dont les genes codant pour ces 

proteines sont situes sur le meme fragment d 1 ADN comme dans 
le cas d'un operon, ou a differents endroits de 1 'ADN. 

13) Procede selon la revendication 12, 
20 caracterise en ce que l'etape (a) consiste a preparer une 

molecule d'acide nucleique comprenant les genes (1' operon) 
codant pour les proteines, en 5 ' de 1' ensemble desdits genes 
(de 1' operon) un promoteur d'ARN polymerase, eventuellement 
en 3' de 1 ' ensemble desdits genes (de 1" operon) un 
25 terminateur d'ARN polymerase, et pour chacun desdits genes 

son site de fixation des ribosomes naturel. 

14) Procede selon la revendication 13, 
caracterise en ce que le site de fixation des ribosomes de 

30 chacun des genes est son site de fixation des ribosomes 

naturel, et l'on prefere alors utiliser a l'etape (c) un 
extrait de traduction prepare a partir de l'organisme dont 
provient le ou les genes cibles ou d'un organisme 
phylogenetiquement proche. 

35 
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15) Procede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que l'etape (a) consiste a preparer une ou 
plusieurs molecules d'acide nucleique comprenant les genes 
codant pour les proteines, en 5 1 de chacun desdits genes un 

5 promoteur d'ARN polymerase et un site de fixation des 

ribosomes, et eventuellement en 3 1 de chacun desdits genes 
un terminateur d'ARN polymerase. 

16) Procede selon la revendication 15, 
10 caracterise en ce que le site de fixation des ribosomes peut 

etre le site naturel de chacun des genes ou un autre site de 
fixation des ribosomes plus adapte a l'etape (c) de 
traduction . 

17) Procede de determination de I'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que lesdites proteines sont des variants 
d'une proteine ou des variants d'un ensemble de proteines. 

18) Procede de determination de I'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la detection et/ou la mesure de la 

25 variation de f one t ion correspondant a la ou aux proteines 

produites a l'etapes (c) ou a la substance est 
avantageusement realisee a l'etape (d) par un test 
fonctionnel mettant en ceuvre la presence a l'une des etapes 
(a), (b) , (c) ou (d) d'une ou plusieurs molecules rapporteur 

30 permettant de detecter et/ou de mesurer I'activite de la ou 

des proteines produites a l'etape (c) ou de la substance. 

19) Procede selon la revendication 18, 
caracterise en ce que la molecule rapporteur est une 

35 molecule capable de reveler directement ou indirectement 
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l'activite d'une ou plusieurs desdites proteines ou de 
ladite substance. 

20) Procede de determination de 1' activity in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon la revendication 19, caracterise en ce que la molecule 
rapporteur est une proteine qui est produite lors de l'etape 
(c) conjointement avec la ou lesdites proteines. 

21) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon la revendication 20, caracterise en ce que le gene 
codant pour la molecule rapporteur est place sous le 
contrSle de sequences de regulation de la transcription et 
de la traduction similaires a celle du ou des genes codant 
pour la ou lesdites proteines, de fagon a ce que le gene 
rapporteur soit coexprime avec le ou lesdits genes. 

22) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en ceuvre un test fonctionnel, 
selon l'une quelconque des revendications 1 h 17, 
caracterisee en ce que ladite proteine ou l'une des dites 
proteines produites a l'etape (c) constituent egalement une 
molecule rapporteur. 

23) Proc6d<§ de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce ladite substance est introduite avant, 
apres et/ou pendant la transcription et/ou la traduction des 
etapes (b) et/ou (c) et/ou de detection et/ou de mesure de 
la variation d'au moins une fonction connue de l'etape (d) . 

24) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel. 
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selon l'une quelconque des revendi cat ions precedences , 
caracterise en ce ladite substance est choisie parmi des 
polynucleotides, des peptides, des proteines, les ions, des 
molecules ou des compositions chimiques naturelles ou 
synthetiques, des hormones, des composes aromatiques. des 
anticorps, des fragments d'anticorps, des genes, des 
recepteurs cellulaires, des acides amines, des 
glycopeptides, des lipides, des glycolipides, des sucres, 
des polysaccharides, des antiviraux, des inhibiteurs, des 
stimulants, des conditions physico-chimiques, des radiations 
ou des traitements thermiques . 

25) Procede de determination de l'activite in 
vitro d'une substance mettant en oeuvre un test fonctionnel, 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'apres 1 ■ etape (d) , on verifie que 
ladite substance n'inhibe pas l'une des etapes (a) a (c) . 



2Q 26) Un kit pour la mise en oeuvre d'une methode 

selon i-une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comprend : les moyens de revelation 
de la fonction, une ARN polymerase, des sequences 
nucleotidiques pour la preparation des molecules d' acides 
25 nucleiques comprenant le ou les genes permettant 

1' expression de la ou des proteines correspondant a la 
fonction detectee et/ou quantifiee, les quatre nucleotides 
triphosphates, les melanges necessaires a ladite 
preparation, a la transcription et a la traduction, 
eventuellement des substances, et eventuellement des 
temoins . 



30 



27) Un kit pour la mise en oeuvre d'une methode 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 26, 
35 caracterise en ce qu'il comprend : 
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- eventuellement les produits necessaires a la 
preparation des molecules d'acides nucleiques comprenant le 
ou les genes permettant 1' expression de la ou des proteines 
correspondant a la fonction detectee et/ou quantifiee, 

- tout support comme plague de microtitration ou 
puce contenant : les moyens de revelation de la fonction, 
une ARN polymerase, les quatre nucleotides triphosphates, 
les melanges de transcription et de traduction, 
eventuellement des substances, et eventuellement des 
temoins . 

28) Un support pr£sentant line serie 
d' emplacements pour la mise en reuvre d'une methode selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 26, caracterise en 
ce que chacun desdits emplacements permet la detection et/ou 
la mesure d'une variation de fonction. 

29) Procede de developpement de nouveaux tests 
fonctionnels caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) la preparation d'au mo ins une molecule 
d'acide nucleique comprenant le ou les genes codant pour une 
ou plusieurs proteines et les elements de controle 
necessaires a la transcription et a la traduction du ou 

desdits genes. 

b) La transcription de la ou des molecules 

d'acide nucleique preparees a l'etape a. 

c) La traduction in vitro du ou des transcrit(s) 

prepare (s) a l'etape b. 

d) La detection et/ou la mesure de la variation 
d'une fonction connue correspondant aux proteines produites 
a l'etape c en presence et en absence d'une ou plusieurs 
molecules rapporteur ( s ) 
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PROCEDE DE DETERMINATION DE L'ACTIVITE D 'UNE 
SUBSTANCE METTANT EN OEUVRE UN TEST FONC T I ONNEL IN VITRO. 

La pr6sente invention concerne un proc^de de 
5 determination de 1' activity in vitro d'une substance mettant 

en ceuvre un test fonctionnel, caracterise en ce que I'on 
d^tecte et/ou mesure, la variation d'une fonction connue 
correspondant a une plusieurs proteines produites in vitro, 
en presence et en absence de la dite substance ou soit a la 
10 substance en presence ou en absence d'une ou plusieurs 

proteines produites in vitro. 
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Figure 3 
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Figure 7 : Effet de differentes substances (0.4uM final) sur la variation 

d'activite de la beta-lactamase TEM-1 
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Figure 8 : Effet de differentes substances (21 .5uM final) sur la variation 
d'activite de la beta-lactamase TEM-1 
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Figure 9 : Caracterisation de la resistance a un inhibiteur 
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Figure 10 : Effet de differentes substances (2.5pM final) sur la variation 
d'activite de la protease du virus HIV- 1 
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